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CANELA. F. M.,SIMILARIDADE GENETICA ENTRE ACESSOS DE Mentha
UTILIZANDO MARCADORES ISSR E RAPD. 2016.

Universidade de Brasilia — UnB.

RESUMO

Utilizada nas industrias farmacéutica, alimenticia e de cosméticos as
espécies do género Mentha sdo cultivadas em varias regides do Brasil,
havendo um grande interesse econémico na producdo de 6leo essencial para o
mercado interno e externo. A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
possui um Banco Ativo de Germoplasma de menta, porém o conhecimento e
uso deste germoplasma é ainda incipiente e demanda esfor¢co imediato para
gue possa ser eficientemente explorado, preservado e continuamente utilizado.
Além disso, h4 um desafio quanto a classificacdo da Mentha, devido a alta
incidéncia de hibridacdo interespecifica entre as espécies. Uma das
alternativas para incrementar o conhecimento da variabilidade genética e
melhor utilizacdo da colecdo de menta, € a andlise dos acessos por meio de
marcadores moleculares do tipo ISSR (Inter Simple Sequence repeats) e RAPD
(Random Amplified Polimorfism DNA) que sao dominantes, de alta
reprodutibilidade e apresentam altos niveis de fragmentos polimérficos. O
advento das técnicas moleculares permitiu a analise da variacdo dos
organismos ao nivel de DNA, observando diferencas nas sequéncias génicas
com uso de marcadores moleculares. Este estudo teve como objetivo avaliar a
variabilidade genética interespecifica dos 82 acessos de menta do banco
utilizando marcadores moleculares ISSR e RAPD. Utilizou-se 12 iniciadores
polimérficos de ISSR e nove de RAPD na amplificacdo do DNA por meio de
reacoes de PCR, e a separacdo dos fragmentos foi realizada por meio de
eletroforese em gel de agarose, corado com brometo de etidio. A matriz obtida
pela analise dos marcadores foi submetida a analises estatisticas, com uso do
software NTSYS (versdo 2.21m) utilizando o coeficiente de DICE para a
similaridade entre os acessos, e para analise de agrupamento o método
UPGMA. Foram obtidos 182 marcadores para os diferentes genotipos,

resultando em um dendrograma onde se pode observar a formacao de dois
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principais grupos, com similaridade de 0.49 entre eles. O primeiro grupo dividiu-
se em dois subgrupos com similaridade de 0.55. O primeiro subgrupo que
constitui de 77 acessos, uma parte representou maior similaridade entre as
espécies M. suaveolens Ehrh, M. spicata L., hibridos interespecificos e
diferentes espécies nomeadas Mentha sp, e outra parte pelas espécies M.
piperita L., M. arvensis e M. longifolia Huds. O segundo subgrupo €
representado principalmente pela M. canadensis L. O segundo grupo €
formado apenas por um acesso de Mentha sp. Pode- se observar que o maior
grau de similaridade ocorreu em dois acessos do hibrido Mentha spicata x
suaveolens, com similaridade de 0.91. Dentre os acessos analisados 12
nomeados como Mentha sp agruparam-se junto a espécies conhecidas
podendo sugerir a classificacdo dos mesmos. Conclui-se que o marcador
utilizado pode ser util para o melhor conhecimento dos acessos da colecdo em
conjunto com analises quimicas e morfoldgicas, facilitando e possibilitando o
desenvolvimento de outras pesquisas a respeito deste género. Os 21 iniciador
usados foram eficientes para diferenciar os acessos de Mentha.

Palavras-chaves: Género Mentha, Marcador Molecular, ISSR e RAPD,

Coeficiente similaridade,
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ABSTRACT

Used in pharmaceutics, food and cosmetics industries, species of genus
Mentha are grown in several regions of Brazil, presenting wide production of
essential oil to the import and export. The Embrapa Genetic Resources and
Biotechnology has an active germplasm bank of mint, but the knowledge and
use of this germoplasm is yet incipient and demand immediate effort to be
efficiently exploited, preserved and continuously used. Furthermore there is a
challenge to classify species of genus Mentha, due to high incidence of
interspecific hybridization among the species. An alternative for increasing the
knowledge of genetic variability and better use of mint collection, are analysis of
accessions variability by ISSR and RAPD molecular markers that are ruling,
high reproducibility and have high levels of polymorphic fragments. The advent
of molecular techniques allowed the variation analysis of organisms at the level
of DNA. The objective study like was to evaluate the interspecific genetic
variability of 82 accessions of Mentha genus maintained in the Mentha Active
Bank using ISSR and RAPD molecular markers. Twelve ISSR and 9 RAPD
polymorphic primers were used in the amplification of DNA by PCR, and the
separation of fragments was performed by agarose gel electrophoresis, colored
with ethidium bromide. The matrix obtained by molecular analysis was
submitted to software NTSYS (version 2.21m) using the Dice similarity
coefficient, and to clustering analysis by UPGMA methods. One hundred and
eight two markers were obtained for the 82 different genotypes, resulting in a
dendrogram that showed the formation of two principal groups, with 0.49 of
similarity between them. The first group was divided into two subgroups with
0.55 of similarity. The first subgroup was composed by 77 acesses, one
grouping with greater similarity between species M. suaveolens Ehrh, M.
spicata L, interspecific hybrids and different species named Mentha sp and
other group with species M. piperita L., M. arvensis e M. longifolia Huds. The
second subgroup is mainly represented by specie M. canadensis L. the second
group is formed by only one access of Menthe sp. Can be observed that greater
similarity occurred in two accesses of hybrid Mentha spicata x suaveolens, with
0.91 of similarity. Among the analyzed access, 12 named like Menthe sp.
clustering together with known species that can be suggested a classification of
them. Concluded that molecular markers used can be useful to better
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knowledge of mint accesses together with chemical and morphological analysis,

facilitating and enabling the development of research about this genus

Keywords: Genus Mentha, Molecular markers, ISSR, RAPD, Similarity
coefficient.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos houve um aumento significativo de metodologias da
genética molecular e suas aplicagbes, visando aumentar a eficiéncia da
conservacdo e uso dos recursos genéticos vegetais. As metodologias para
detectar e analisar a variabilidade genética em nivel molecular oferecem
informacBes adicionais relativas a conservacdo e ao uso de bancos de

germoplasma.

O género Mentha consiste em plantas herbaceas, perenes e aromaticas
cultivadas principalmente para a extracéo e uso de 6leos essenciais, tanto para
fins medicinais e alimenticios, como para producdo de cosméticos. Cada vez
mais 0 conhecimento tradicional a cerca do uso, composicdo e efeitos das
plantas medicinais, assim como seu cultivo e manejo vém sendo pesquisados
para melhor atender uma crescente producdo de substancias de interesse as
indastrias (EVANS, 2006).

Estudos realizados admitiram existéncia de cinco géneros na familia
lamiaceae: Audibertia, Eriodontes, Pulegium, Preslia e Mentha. Por ndo existir
evidéncias de hibridacéo interespecifica nos quatro primeiros géneros, nao ha
dificuldade em sua identificacdo. O quinto género € constituido por cinco
espécies: M. suaveolens Ehrh, M. longifolia L. Hudson, M.spicata L., M.
arvensis L. e M. aquatica L., que apresentam diversas variacdes quanto ao
ndamero de cromossomos, ocorrendo altas taxas de hibridagéo interespecifica.
As plantas desta secao apresentam rizoma vigoroso, autocompatibilidade e
multiplicacdo garantida gracas a ginodioicia (GOBERT et al., 2002).

O numero de espécies que pertencem ao género Mentha tem sido objeto
de especulacdo durante muitos anos, devido, sobretudo, a alta dificuldade de
classificacdo, quanto a morfologia e a elevada variacdo na composi¢ao do 6leo
essencial.

Ocorre, no género, hibridacao interespecifica com elevada frequéncia,
tanto em populagbes silvestres como cultivadas. Apesar de a maioria dos
hibridos ser estéril ou sub-fértil, estes encontram um meio de se perpetuar por

meio da propagacdo vegetativa. Nas populacbes de hibridos em que
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predominam os de tipo sub-fértil, esta situacdo é contornada através de
cruzamentos com as outras espécies ou com as genitoras, fato que gera alta

variacdo em termos de numero de cromossomos (LORENZI & MATOS, 2002).

A correta classificacdo das espécies pertencentes ao género Mentha a
partir de caracteres morfoldégicos € uma tarefa muito complexa, até mesmo
para especialistas. Devido a alta semelhanca entre as espécies, as mesmas
podem ser confundidas e, se tratando de uso terapéutico, pode representar um

tratamento menos eficaz, podendo ser prejudicial a saude do consumidor.

Em geral, as classificacbes de cada espécie deste género baseiam-se
na morfologia das folhas, no florescimento e no habito de crescimento. A forma
das folhas, tamanho, nervuras e peciolos variam bastante. O tamanho e as
cores das folhas variam em tons de verde, assim como varia a sua pilosidade e
formato do limbo foliar. A crisposidade e a rugosidade, bem como as
variegacbes sdo de fundamental importancia para a taxonomia (GARLET,
2007).

Ocorréncias regulares de hibridacdo interespecifica dentro do género
resultaram em desafios taxonémicos, restando muito poucas publicacdes sobre
taxonomia de espécies Mentha. Devido a dificuldades na identificacdo das
espécies, conclui-se que a identificacdo pode ser otimizada por analise
combinada de caracteres morfolégicos, composicdo do Oleo essencial e

marcadores moleculares.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi explorar a variabilidade
genética entre 82 acessos de espécies do género Mentha, com a utilizacdo de
marcadores moleculares RAPD e ISSR, com o intuito de auxiliar na
classificacdo de espécies do Banco Ativo de Germoplasma, e a conservacao

deste para uso em programas de melhoramento.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos gerais e evolucédo de espécies do género Mentha

As espécies do género Mentha pertencem a familia Lamiaceae, nativa

do Oriente Médio e chegaram & Europa através do norte da Africa, levada
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pelos arabes. Introduzida nas Américas, € cultivada em regides temperadas e
subtropicais de clima ameno. A introducdo da Mentha no Brasil foi feita pelos
imigrantes japoneses que cultivavam em pequenas escalas, no interior de Sao
Paulo no inicio do século XX (MAIA,1998).

O Brasil foi o maior produtor do mundo desde a Il Guerra Mundial até a
década de 70, sendo o Estado do Paran& responséavel por 95 % da producéao,
com registros de queda, apds esgotamento da fertilidade natural do solo onde
se implantou a cultura (PARANA, 1978).

O género Mentha € um dos mais complexos do reino vegetal devido aos
inimeros hibridos resultantes do cruzamento espontadneo das espécies,
estando constituida por um grande namero de espécies, variedades e hibridos
que dificultam a sua classificagcdo (BUNSAWAT, et al., 2004).

A partir de 1974, ocorreu uma queda acentuada na producdo de oleo
bruto de menta, causada pela diminuicdo das areas de plantio e pelo baixo
nivel tecnolégico do agricultor brasileiro (BANDONI & CZEPAK, 2008). O
advento do mentol sintético ajudou na queda dos precos, o que levou 0s
agricultores a abandonar seu cultivo. Mesmo assim, a producdo de mentol
natural continua tendo vantagens sobre o sintético, devido a pureza e
qualidade superiores. O mentol sintético € contaminado com moléculas toxicas
durante o processo de producédo, tornando-o impréprio para uso em muitos

produtos alimenticios e farmacéuticos (MAIA, 1998).

A propagacdo comercial de menta é assexuada em funcdo da grande
variabilidade genética das sementes devido a hibridizacdo (LAWRENCE,
2007). No entanto pode-se propagar via sementes, e hibridos estéreis podem

propagar por estaquia (JOLY, 1983).

Podem-se utilizar mudas provenientes de estolées ou brotacbes de
campos de matrizes. O plantio por mudas oriundas de estaquia € usada no
Brasil (PAULUS & PAULUS, 2007), implicando em custos adicionais relativos a
depreciacdo das estruturas de propagacao, mao de obra, substrato, irrigacao e
transplante, além de no minimo 1 a 2 meses até que as mudas atinjam o
tamanho minimo para ir a campo. Na india sdo usados estolées conservados
sob refrigeracdo do ultimo cultivo, estoldes de campos de matrizes e plantas de

rebrota (KUMAR et al., 2007). Plantios tradicionais usam estoldes a 5 cm de
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profundidade, de forma continua (ponta com ponta), com espacamento de 50
cm (PATRA et al., 2000).

As mentas sdo plantas medicinais e aromaticas, com folhas e
inflorescéncias ricas em Oleos esséncias que é produzido e armazenado em
tricomas glandulares peltados, 0os quais estdo presentes principalmente em
folhas e flores e em menores densidades nos caules, cuja composi¢cao quimica
depende de fatores genéticos e ambientais (BANDONI & CZEPAK, 2008).

Estudos sobre a influéncia da época de colheita na quantidade e
qualidade do oleo essencial sdo inUmeros e exigem avaliagdo regional em
funcdo da interacdo das condicbes ambientais locais com o metabolismo
vegetal (MARTINS et al., 1994).

Popularmente, as mentas sao utilizadas para combater distlrbios
estomacais, do aparelho respiratério e parasitas intestinais. Suas folhas podem

ser utilizadas frescas, secas, na forma de cha, tintura ou como inalante.

Algumas espécies do género Mentha possuem varias propriedades
medicinais, tais como antiespasmadicas, carminativas, ténicas e estimulantes
relativamente notaveis. Por favorecerem a expectoracdo sao indicadas contra
catarros, tosses, asma e alivia colicas de origem nervosa, bem como dores de
cabeca e reumaticas; além de combater vermes intestinais, tais como giardia,
ameba e lombriga (CORREA JUNIOR et al., 1994).

A menta é considera como planta de crescimento rapido e facil, com
caules violaceos e ramificados, folhas opostas, serreadas e cor variando entre
verde-claro e verde-escuro, flores lilases ou azuladas dispostas em espigas
terminais, e fruto do tipo aquénio (WATANABE et al., 2006).

Carvalho & Espirito Santo (2007) caracterizaram morfologicamente
amostras de hortelazinho (Mentha x villosa) da colecdo de menta da
Universidade de Brasilia. Foram descritos o comprimento e a largura do limbo
foliar das folhas do quarto n6 e do quinto né de cada acesso (a partir do apice
da planta), bem como o comprimento do peciolo. Também foi observada a
presenca ou auséncia de antocianina. Com os dados foram calculados a area
do limbo foliar e o indice de afilamento. Concluiram que as hortelas
apresentam varia¢gdes morfolégicas importantes quanto a area do limbo foliar,

formato do limbo e tamanho de peciolo dentro da mesma espécie.
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Como resposta a demanda farmacéutica, a obtencdo de principios ativos
vegetais estd deixando de ser extrativista e assumindo carater produtivo com
sustentabilidade. Na busca por qualidade superior da matéria prima de origem
vegetal, o cultivo sistematico aparece como uma saida promissora. A pesquisa
agrondmica deve fornecer informacfes seguras tanto para o cultivo de plantas

medicinais tradicionais, como de novas espécies (EVANS, 2009).

Segundo Gobert (2002), a hibridacdo nas mentas produz muitos
morfotipos e quimiotipos, a taxonomia € complexa e é necessario distinguir e
associar 0s morfotipos aos quimiotipos para facilitar a insercdo do
germoplasma no mercado de aromaticos. A descri¢cdo de morfotipos de Mentha
é feita com base em caracteristicas morfolégicas: formato do limbo, tamanho
do peciolo, cor do talo, pilosidade, crisposidade, rugosidade e caracteristicas

das flores (estas nem sempre presentes).

Através de técnicas citogenéticas, busca-se informacfes diretamente
relacionadas a ontogenia e filogenia dos seres vivos, usando como alvo
principal os cromossomos, que constituem o préprio material genético em acao
e transformacédo. Gobert (2002), na tentativa de estabelecer uma filogenia de
cinco espeécies e trés hibridos do género Mentha reunidos em 62 acessos,
provenientes de diferentes regides geograficas, fizeram andlises citogenéticas,
moleculares e morfolégicas e propuseram que no género Mentha o numero
basico de cromossomos seja, provavelmente, (n=x=12) e que, deste numero,
se originaram os diploides M. suaveolens e M. longifolia com (2n=2x=24)
cromossomos. Estas duas espécies teriam sido as ancestrais das demais
espécies com varios polipléides (triploides, tetraploides, pentaploides,
hexaploides e octoploides), por hibridacdo entre espécies ou por sucessivas

poliploidizacdes.

Y

A sistematica do género Mentha representa um desafio a taxonomia
devido a alta incidéncia de poliploidia, variagdo no numero base de
cromossomos, morfologia variada, propagacdo vegetativa e hibridagcéo

interespecifica frequente (DORMAM et al., 2003)

Santos (2004) realizou o primeiro estudo da morfologia de acessos de

Mentha x villosa Huds coletados no Distrito Federal tendo enfatizado diferencas
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na cor, rugosidade e pilosidade dos acessos, destacando suas caracteristicas

como descritores morfolégicos fundamentais.

Gracindo et al. (2006) avaliaram e compararam genoétipos de hortela
(Mentha sp.) nas condicbes do Distrito Federal. Vinte e um gendtipos
introduzidos a partir de colecdo de Purdue University (USA) e um gendtipo
brasileiro foram analisados com base na porcentagem de conteudo relativo de
Oleo volétil dos constituintes do 6leo essencial. A produtividade das folhas
variou entre 575 e 4.271 Kg/ha e conteudo de 6leo essencial de 0,47 a 4,17%.
Os principais constituintes do 6leo essencial detectados foram: 1,8-eucaliptol,
carvona, limoneno, linalol, acetato de linalilo, mentol, acetato de metilo e 6xido
de piperitenona. Em alguns genétipos foram encontrados no 6leo essencial,
elevado teor de um componente especifico, como o éxido de piperitona (79.0%
em 4 CM - M. suaveolens), carvona (72,1% em 2 CM - M x villosa Huds; 70.9%
em 29 CM - M. spicata L) e linalol (78,5% em 24 CM — M. arvensis). O genotipo
20 CM (M. canadensis L) apresentou o maior conteido de 6leo essencial
(4,17%) e mentol com rendimento (65%), mas apresentou baixa produtividade
na regido do Distrito Federal.

Os hibridos entre as espécies de Mentha séo frequentes na natureza, e
geralmente podem ser reconhecidos pela aparéncia intermediaria e
esterilidade, embora ocasionalmente possam ocorrer férteis (MARTINS et al.,
1994)

As espécies de Mentha sdo caracterizadas por apresentar caules
ramificados; folhas opostas e serradas, flor com quatro estames, corola nao
distintamente labiada, sem o conjunto de caracteres, e a corola campanulada,
com quatro lobos eretos e célice campanulado, 5-lobado, dispostas em espigas
terminais ou axilares, lilases ou azuladas (BARROSO, 1986)

Gobert et al. (2002) encontraram um espécime de Mentha x villosa no
sudoeste da Inglaterra com notavel semelhanca a M. suaveolens. Existem
relatos de meétodos que utilizaram marcadores AFLP ("Amplified Fragment
Length Polymorphism™) permitindo distinguir claramente M. spicata de seus
progenitores e acessos de M. spicata que estdo mais perto de M. suaveolens
ou M. longifolia. M. spicata frequentemente forma retrocruzamentos com seus

progenitores dipldides, na verdade, hibridos como M. x villosa Hudson (M.
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spicata x M. suaveolens) e M. x villoso-nervata Opiz (M. spicata x M. longifolia)
séo dificeis de distinguir de "tipicos" M. spicata.

2.2. Importancia econdmica

O interesse pela cultura esta relacionado, principalmente, a importancia
econdmica do seu O6leo essencial, sendo que este estd entre os dez mais
comercializados do mundo. A qualidade comercial do 6leo essencial depende

das proporgoes relativas de seus diferentes constituintes (BRUNETON, 1991).

As espécies mais utilizadas comercialmente sdo Mentha x piperita e M.
arvensis, que tém o mentol como constituinte majoritario, produto de grande
interesse econdmico nas industrias farmacéutica, alimenticia e de perfumaria
(LORENZO et al., 2002).

Os Oleos essenciais das mentas sdo ricos em monoterpenos, como
mentol, mentona, carvona e linalol, que constituem os principais componentes
quimicos de valor econdbmico. Esses 0Oleos e seus constituintes sao
extensivamente aplicados nas industrias de alimentos, medicamentos,

cosmeéticos, fragrancias e do tabaco (GARLET, 2007).

O linalol é utilizado na manufatura de ésteres, principalmente o acetato
de linalila, sendo empregado na industria de perfumaria e sabdes e a carvona,
que como o mentol, € usada na aromatizacdo e no sabor de produtos
alimenticios e farmacéuticos, na formulacdo de preparacfes bucais e pastas
dentais (KLOCK & MUNIZ, 2005).

No Brasil os principais estados produtores de plantas medicinais séo
Parana, Sdo Paulo, Bahia, Maranhdo, Amazonas, Para e Mato Grosso. O
Parané sozinho é responsavel pela movimentacéo anual de R$ 25 milh6es com
um total de 40 mil toneladas produzidas em 3 mil hectares, e apresenta
crescimento anual de 10% (SILVA, 2005).

O mercado brasileiro de fitomedicamentos atingiu, em 2001, cerca de
US$ 270 milhdes, correspondendo a 59 % do mercado brasileiro de
medicamentos. Nas Ultimas décadas houve um aumento no mercado de

fitomedicamentos, principalmente em paises industrializados, atingindo cerca
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de US$ 20 bilhdes anuais. Os paises europeus, asiaticos e os Estados Unidos

sao os principais consumidores deste setor (CALIXTO, 2003).

O mercado de ervas aromaticas, medicinais e condimentares vem
crescendo rapidamente no Brasil. A industria do tabaco € a principal
consumidora do mentol em todo o mundo, em segundo lugar vem, a industria

de cosméticos, e em seguida os de alimentos (GONCALVES, 2002).

No entanto, houve dois fatores que contribuiram para a diminuicdo da
producdo de menta, o advento do mentol sintético e a suscetibilidade das
plantas a doenca conhecida como "ferrugem da menta", causada pelo
fungo Puccinia menthae (WATANABE et al., 2006).

O Estado do Parana iniciou a producdo de Mentha em meados da
década de 70, e neste periodo o Instituto Agronémico de Campinas
desenvolveu pelo programa de melhoramento genético a variedade IAC-701,
na qual ocupou a maior area de cultivo quando o Brasil apresentou posi¢cao de
destaque na producéo de mentol (PASSOS,1973).

O 6leo de menta, na india e China, custa 10 dodlares o litro; no Brasil
varia de 10 a 30 ddlares o litro, sendo geralmente comercializado por 50-60
dolares o litro. Os maiores produtores mundiais do dleo essencial sdo a India,
China, Brasil, Jap&o, Franca e Estados Unidos, sendo a india responséavel por
contribuir com 70% do volume desta producéo (SRIVASTAVA, 2002).

A producdo mundial anual de 6leos essenciais de espécies aromaticas é
estimada entre 110 mil e 120 mil toneladas (KOTHARI, 2005). De acordo com o
padrdo de aceitacdo do produto, o teor de 6leo essencial se situa entre 1,0 e
1,5%, com mais de 50% de mentol; deve ter no minimo 1,0% de 6leos etéreos;
nao pode haver pedacos de caule com diametro maior que 5,0 mm (CORREA
JUNIOR et al., 1994).
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2.3. O Género Mentha

2.3.1. Mentha piperita L.

A Mentha piperita L, conhecida como horteld, hortel& pimenta, menta e
horteld- apimentada. E uma espécie herbacea, perene, com talos eretos de até
80 cm, quadrangulares e muito ramificados. As folhas sédo opostas, pecioladas,
lanceoladas e agudas, com bordos serreados, de cor verde escura na face
superior e verde clara na inferior. As flores se encontram agrupadas e na cor
purpura. Os estolBes, crescem abaixo e acima da superficie do solo em todas
as direcoes. (LORENZI & MATOS, 2002).

Esta erva apresenta propriedades espasmoliticas, antivomitivas,
carminativas, estomaticas e anti-helminticas, por via oral e, antibacteriana,
antifingica e antiprurido, em uso tépico (GRUENWALD et al., 2000).

O Brasil ja foi o maior exportador mundial de Oleo essencial de M.
piperita L, entretanto passou a grande importador, devido ao baixo nivel
tecnologico de producdo empregado na regido sul do pais onde era cultivada
em larga escala (MATOS,1999).

A hortelad-pimenta é considerada atualmente um hibrido resultante do
cruzamento entre M. aquatica e M. spicata. Suas folhas séo geralmente verde-
escuras e suas flores s&o rosadas ou purpuras. E usada como condimento,
aromatizante, como cha e no preparo de outras bebidas. Também é muito
usada para fins medicinais e para a obtencdo de Oleos essenciais,
principalmente de mentol (TODD & JOSEPHONS, 1996).

Como todo hibrido, raras vezes da sementes e quando existem, tem um
baixo poder germinativo e déo lugar a plantas de caracteristicas diferentes.
Somente em climas chuvosos e frios apresentam flores uma vez por ano. Tem
crescimento rapido se expostas ao sol em canteiros de terra com bastante
himus (BUSTAMENTE, 1993).
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2.3.2. Mentha aquatica L.

Conhecida como menta-aquética, horteld-dos-ribeiros ou horteld-da-
agua, como o nome indica, cresce naturalmente na beira de cursos de agua,
lagos, pocas, brejos, etc. Atinge normalmente cerca de 90 cm, embora possa
chegar a 1,5 m de altura. Suas flores sdo pequenas, rosadas ou lilases, e ficam
densamente agrupadas. E usada geralmente para fins medicinais (CROTEAU,
2005).

A espécie pode ser utii na reducdo de contaminantes da agua,
principalmente de microrganismos. Citada por Todd & Josephons (1996), essa
espécie produz compostos ou antibiéticos que podem reduzir alguns patdégenos
humanos presentes na agua. O interesse nessa espécie também esta
relacionado a importancia econémica de seu Oleo essencial, que encontra
aplicacbes em industrias de perfumaria, cosmética, higiene pessoal, produtos
medicinais, entre outras (CALIXTO, 2003).

2.3.3. Mentha pulegium L.

A M. pulegium é conhecida popularmente como poejo. Pode atingir até
50 cm de altura, crescendo em locais umidos ou encharcados, e na beira de
cursos de agua. Possui folhas pequenas e flores rosadas junto ao caule, logo
acima das folhas. E usada como planta medicinal, condimento, aromatizante,
como cha e no preparo de outras bebidas. Também é utilizada para repelir
insetos (seu nome “pulegium” veio de seu uso como repelente de pulgas antes
do surgimento dos inseticidas modernos) (LORENZI & MATTOS, 2002). Em
aromaterapia sdo atribuidas ao 6leo essencial desta planta propriedades
mucolitica, anticatarral, ténica e estimulante, hipertensiva e cardiotbnica,
carminativa, estimulante hepatobiliar e emenagoga, com indicagbes para
tratamento de bronquite catarral cronica, bronquite asmatica, coqueluche,

leucorréia e dismenorreia (MITCHEL & FARRYS, 1996).

Os resultados de estudos quimico e farmacoldgico relataram a presenca
de ate 2% de Oleo essencial, cujo principal componente € a pulegona,
substancia responsavel pelo seu cheiro e por suas acbes toxicas,
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acompanhada de mentona e isomentona, bem como de flavondides,
especialmente diosmina e hesperidina (LORENZI & MATTOS, 2002).

2.3.4. Mentha x piperita citrata Ehrh

A Mentha x piperita citrata Ehrh, conhecida popularmente como alevante
(Bahia) ou Bergamota (Recife), € chamada também de horteld — pimenta,
menta - inglesa e horteld das cozinhas. E uma planta aromética, marcante pelo
aroma citrico que exala, mas ainda pelo efeito visual da planta de tonalidade
arroxeada. A espécie é imprescindivel a quem se empenhe em construir um
jardim aromatico (LORENZI & MATTOS, 2002).

Apresenta folhas normais, nem jaspeadas nem rugosas apresentando
odor caracteristico de liméo. Peciolo de mais de 4 mm de comprimento, limbo
foliar lanceolado, umas 2 ou 1,5 vezes mais comprido que largo, verticilos
florais na ponta dos ramos formando uma espiga ou capitulo terminal (PAGE &
STEARN, 1985). E uma erva perene, ereta de aproximadamente 30 cm de
altura, (ou ereta ou semi ereta), com ramos cor verde escura a roxa-purpura.
Folhas elipticas acuminadas, denteadas, pubescentes e muito aromatizadas.
De origem europeia, foi trazida no periodo da colonizacdo sendo muito
cultivada como planta medicinal em todo Brasil (LORENZI & MATTOS, 2002).

2.3.5. Mentha spicata L.

Segundo Gobert et al. (2002), M. spicata é o hibrido entre M. suaveolens
e M. longifélia Huds. A M. spicata tem a maioria de seus individuos pilosos,
como seus pais diploides e pode conter outros terpenos que sao comumente
encontrados em seus progenitores diploides. Quando melhorado pelo homem
como planta aromética, a M. spicata tornou-se glabra com um odor
caracteristico devido a carvona e menthona como terpenos prevalecentes.

De acordo com Lebeau (1974), devido a grande variabilidade foi
essencial distinguir duas subespécies de M. spicata, M. spicata subsp. spicata
e M. spicata subsp. glabrata, com e sem tricomas n&o secretores,
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respectivamente, pelas seguintes razfes: (1) a presenca ou auséncia de
tricomas néo secretores levou a um aspecto diferente, (2) grande diferenca de
perfume e (3) diferenca de habitats (HARLEY & BRIGHTON, 1977).

A M. spicata propaga-se quase que inteiramente por via vegetativa.
Lebeau (1974) e Harley & Brighton (1977) descrevem alguns individuos de M.
spicata que sdo proximos na aparéncia das espécies de suas progenitoras
diploides. Eles observaram que M. spicata segrega caracteres dos pais em sua
descendéncia por autopolinizacdo, que eram impossiveis de distinguir de
hibridos que ela forma frequentemente com M. suaveolens ou M. longifdlia.
Sao ocorrentes alguns casos, tais plantas de M. spicata pilosas foram

confundidas com M. longifélia.

Page & Stearn (1985) assim descrevem: “M. spicata conhecida também
como menta de jardim € a menta mais conhecida e a que mais se cultiva em
geral para utilizagdo na cozinha, ainda quando parece ndo existir no estado
silvestre, mas que se torna silvestre a partir do cultivo existente. Cresce até uns
30-45 cm de altura. Possui folhas lanceoladas, quase sem peciolo e de uma

cor verde brilhante e as flores séo lilases, dispostas em espiga terminal”.

2.3.6. Mentha arvensis L.

E conhecida como horteld-japonesa tendo como centro de origem o sul
da China. E uma planta herbacea, estolonifera, semi-perene, de caule
quadrangular, ramificado, podendo atingir até 90 cm de altura. Suas folhas séo
grandes, opostas, ovaladas e largas, pubescentes, com limbo mais ou menos
plano e bordas serradas. A inflorescéncia € uma espiga terminal e de flores
violaceas. Seu sistema radicular € formado por numerosos “rizomas” que se
espalham pela camada superficial do solo, emitindo raizes e novos rizomas,
dos quais brotam novas plantas. Esses rizomas sdo quadrangulares, vigorosos
e frageis. Por meio dessa abundante perfilhacdo, a planta, em pouco tempo,
passa a ocupar vasta area de terreno ao seu redor. Essas caracteristicas
fazem com que a horteld seja altamente exigente em relagdo as questdes de
solo e clima (MAY et al., 2007).
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No Brasil, para a espécie M. arvensis L., a principal cultivar utilizada € a
IAC -701, descrita por Lima & Mollan (1952), derivada de valioso clone criado
pelo IAC e a mais recomendada para a exploragéo industrial (BRILHO, 1963).

O clone 701 destacou-se pela rusticidade, resisténcia a seca, ao
acamamento e adaptacédo as condicbes da Regido Sul e Sudeste. Era pouco
suscetivel ao ataque da ferrugem, embora néo |he fosse imune; as pequenas
pustulas que se formavam sobre as folhas ndo chegavam a cresta-las e
destrui-las, como acontecia a menta original. A planta possuia boa capacidade
de perfilhamento, formando grandes touceiras, providas de volumosa massa de
rizomas. As touceiras emitiam hastes fortes e eretas, bem providas de folhas,
oval-acuminadas, de margens serrilhadas, bastante pilosas, avermelhadas,
exalando odor mentolado, ativo e agradavel. As plantas floresciam
uniformemente, em periodos definidos, indicativos da oportunidade das
colheitas (SANTOS, 1965).

2.3.7. Mentha canadensis L.

7

A espécie M. canadensis L., € uma planta subtropical, frequentemente
citada por alguns autores como duas variedades, Mentha arvensis glabrata
fernald (em referéncia as plantas norte-americanas) e Mentha arvensis
piperascens malinv (referente as plantas da Asia Oriental) (GRUENWALD et
al., 2000).

Vem sendo cultivada na india, China, Vietna e Brasil por ser a Unica
fonte viavel de cristais de mentol. Segundo Tucker & Naczi, (2007) esta € a
denominagdo taxondmica correta para a menta de mentol “cornmint” e ndo
suas sinonimias M.arvensis L., M. arvensis f. piperascens Malnvi.ex Holmes.
Esta menta é principal fonte de mentol ha mais de 100 anos, com teores entre
68 e 80%. As caracteristicas de Mentha canadensis que a diferenciam de M.
arvensis sdo as folhas lineares a oblanceoladas, decrescendo de tamanho no
apice do caule com inflorescéncia e o odor e sabor mentolado que séo fortes
em toda a planta (TURCKER & NACZI, 2007).
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2.3.8. Mentha gracilis Sole

Comumente conhecido como “gingermint”, destaca-se entre as espécies
devido as suas propriedades medicinais associadas com a presenca de
carvona, linalol e limoneno. Atua principalmente como antipirético, carminativo

e anti-sépticos.

O cruzamento entre M. arvensis (2n = 72) e M. spicata (2n = 48) levou a
M. x gracilis. De acordo com as contagens de numeros de cromossomos de
Harley & Brighton (1977), M. x gracilis € uma pentaploide (2n=5x=60). Assim,
M. arvensis contribui com trés dos cinco genomas de hibridos, e parece
altamente provavel, pois M. x gracilis lembra M. arvensis, explicando por que

ela esta intimamente relacionada com M. arvensis.

2.3.9. Mentha suaveolens Ehrh.

E uma espécie vigorosa e vivaz conhecida também como menta
aromatica ou M. rotundifolia L., nome mais conhecido para seus hibridos com
M. longifélia. Seu talo, ramoso é densamente piloso. Alcanca 60 cm de altura.
Suas folhas sdo lanuginosas e com rugosidades, mais redondas e sésseis,
com espigas terminais de flores lilases. Seu aroma é uma combinag&o do odor
de macéds maduras e o da verdadeira menta. Nas hortas encontra-se na forma
variegada e tem as folhas manchadas de branco cremosas ou totalmente
brancas, o que a torna ornamental. Prefere solos areno-argilosos (PAGE &
STEARN .1985).
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2.3.10. Mentha longifdlia L.

Espécie nativa da Europa, Asia central e ocidental (desde o este de
Nepal até o extremo mais ocidental da China) e Africa do norte e meridional
(n&o tropical). Conhecida como menta-silvestre. Atinge de 40 cm a 1,2 m, As
folhas sdo oblongo elipticas a lanceoladas, 5 a 10 cm de comprimento e 1,5 a
3 cm de largura, numa camada fina densamente tomentoso. As flores tém 3 a
5mm de comprimento, lilas, roxo ou branco, produzido em ramificacbes
aglomeradas e densas no apice; floracdo ocorre no fim do verdo. Suas flores
podem ser roxas, brancas ou lilases. E utilizada para fins medicinais e muito
raramente como condimento (PAGE & STEARN, 1985).

2.3.11. Mentha x villosa Huds.

Conhecida popularmente como hortela-rasteira, hortela-de-panela,
hortela-miuda, horteld-de-tempero ou horteld-de-cheiro (CARRICONDE et al.,
1996). Mentha x villosa Huds € um hibrido de M. spicata com M. suaveolens.
Como M. spicata provavelmente se originou de um cruzamento entre M.
longifolia e M. suaveolens, M x villosa, é um hibrido de um duplo
retrocruzamento que as vezes confere a M x villosa caracteristicas que tornam
dificil distingui-la de M. spicata . (CARRICONDE et al., 1996).

Esta erva aromatica € uma planta rasteira que forma touceiras, tem
folhas opostas, simples, dentadas, impirapinadas, crespas, de base redonda e
formato oblongo a oval, nervuras proeminentes na face abaxial, de tamanho
variavel de 2 a 5 cm. Suas flores sdo branco violaceo, contido em pequenos
glomérulos terminais, porém Matos (1999) relata que a planta s6 floresce
quando cultivada em serras umidas.

De algumas espécies se extrai 0 mentol e o O0xido de piperitenona. A
Mentha x villosa notabilizou-se como a menta protozoicida em virtude da
presenca de oxido de piperitenona em seu 6leo essencial, especialmente nos
acessos ativos (MATOS, 1999).

No aspecto fitossanitario, um ensaio realizado na Universidade de
Brasilia permitiu detectar diferengcas de suscetibilidade ao nematdide
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Meloidogyne javanica entre procedéncias de Mentha x villosa (BUSTAMENTE,
1993).

As folhas ovais, curtamente pecioladas apresentam aroma forte e
caracteristico. As eventuais flores ficam dispostas em espigas curtas e
terminais. Possui grande importancia medicinal e social por sua agdo contra
microparasitas intestinais (LORENZI & MATTOS, 2002).

2.4. Variabilidade genética

Segundo Allard (1970), a variabilidade genética disponivel nas espécies
€ reconhecidamente ampla, tanto entre quanto dentro das populacdes, e cada
espécie pode apresentar milhares de variantes, portanto € razoavel admitir que
uma colecdo de germoplasma, por menor que seja, € apenas uma pequena
amostra da variabilidade total.

A conservacdo ex situ de recursos genéticos é feita em bancos e
colecbes de germoplasma, onde s&o armazenados 0Ss acessos para
manutencdo da variabilidade genética visando a sua utilizagédo (IBPGR, 1993).
O germoplasma disponivel em cole¢des ou bancos, geralmente, € submetido a
uma sequéncia de trabalhos que exigem procedimentos adequados a sua
caracterizacéo e avaliacdo (CRONQUIST, 1988).

A variabilidade genética pode exercer um papel decisivo nha
sobrevivéncia das espécies, principalmente quando ocorrem alteracdes no
ambiente determinando o0 sucesso na restauragdo ecologica (HEDGE, 1992).
Desta forma, a caracterizacdo da diversidade genética proporciona o melhor
conhecimento do germoplasma disponivel, além de ser essencial para as
etapas posteriores de desenvolvimento de materiais de elite e para o
desenvolvimento de estratégias de conservacdo da espécie (LORENZO et
al.,2002).

A divergéncia genética pode ser definida como a amplitude de variacéo
genética existente para uma determinada espécie. Portanto, € necessario um
conhecimento detalhado da constituicdo e diversidade genética das espécies
para uma obtencao eficiente do material genético a ser utilizado em programas

de melhoramento, visto que, sem o conhecimento da variabilidade e da sua
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interacdo com o ambiente, torna-se dificil a obtencéo de gendtipos superiores
(MILACH, 1998).

A obtencdo de genotipos superiores pode ser baseada em caracteres
agrondmicos ou moleculares, permitindo, desta forma, um estudo da
divergéncia genética (ADJUTO, 2008).

Cruzamentos entre espécies geneticamente divergentes proporcionam
uma variabilidade genética entre progénies bem maior do que as obtidas em
cruzamentos entre plantas com maior grau de parentesco e, com isso,
aumentam as oportunidades do melhorista obter progénies superiores
(MESSMER et al., 1993).

O desenvolvimento e aplicagéo de tecnologias baseadas em marcadores
moleculares fornecem ferramentas Unicas, capazes de revelar polimorfismos
ao nivel da sequéncia do DNA, suficientes para discriminar a variacado genética
entre individuos (KRESOVICH, et al., 1995).

Nos ultimos anos, novas técnicas, que auxiliam na avaliacdo das
relacbes genéticas entre gendtipos foram desenvolvidas, acompanhando o
rapido e constante avanco na area da genética molecular. Com os avancos de
técnicas modernas de biologia molecular, surgiram diversos métodos de
deteccado de polimorfismo genético diretamente ao nivel de DNA (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

Com o surgimento da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR —
“Polymerase Chain Reaction”) (MULLIS & FALOONA, 1987), aliou-se o poder
da informacdo gerada por iniciadores moleculares e a rapidez da técnica
baseada em ciclos continuos de desnaturacao e amplificacdo das fitas de DNA,
mediados pela enzima DNA polimerase em pontos especificos do genoma,
determinados pelo pareamento de iniciadores ou “primers” (de tamanhos
variados) especificos ou ndo de sequéncias complementares a este ponto
(GUPTA et al., 2008)

A variabilidade genética esta atrelada aos processos ecoldgicos que
conferem as plantas a necessidade de adaptacdo aos diferentes locais onde
estas ocorrem. Portanto, a manutengcdo dos bancos de germoplasma e a
conservagdo de seus acessos sao fundamentais para o melhoramento

genético, uma vez que sdo fontes de variabilidade. Ainda, mediante
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caracterizacdo dos genoétipos € possivel a identificacdo de genes envolvidos
em caracteristicas morfolégicas de interesse como, aumento de producao,
qualidade, coloracdo, adaptagcdo a varias condi¢cdes edafoclimaticas e,

consequentemente a expansao do mercado (GONCALVES et al., 2008).

2.5. Melhoramento Genético

A pesquisa em recursos genéticos e melhoramento vegetal € uma das
atividades mais relevantes para o pais, tendo produzido resultados que
contribuiram significativamente para os principais ganhos qualitativos e
qguantitativos alcancados pela agricultura brasileira nos ultimos anos
(MILACH,1998).

O processo de melhoramento genético de Mentha € altamente
dependente da amplitude da base genética disponivel, que por sua vez é
influenciada pelo acervo de recursos uteis disponiveis, na forma de materiais
coletados e caracterizados, mantidos nos bancos de germoplasma, que sao a
base para o desenvolvimento de cultivares e preservacdo da espécie
(FERREIRA, 2008). O melhoramento de plantas medicinais tem por objetivo
melhorar o teor e a composi¢cao de principios ativos por métodos classicos e

modernos.

A regulacao da producado de 6leo essencial em espécies aromaticas néo
s6 depende do estado metabdlico da planta, mas também esta relacionada a
fatores ambientais que interagem com as caracteristicas genéticas,
influenciando na fisiologia e possibilitando que dois individuos idénticos
crescendo em ambientes diferentes produzam metabdlitos secundarios de

acordo com as condi¢des a que estao expostos (CASTRO, 2004).

Para Ferreira & Grattapaglia (1998), a propagacdo vegetativa in vitro,
também denominada de micropropagacao devido ao tamanho dos propagulos
utilizados, é a técnica de maior aplicabilidade da cultura de tecidos e aquela de
maior impacto, uma vez que proporciona obtencdo de um grande ndmero de
plantas com elevado nivel qualitativo sendo apropriado para clonar individuos

melhorados produzindo progénies homogéneas, além de ser uma alternativa
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gue possibilita a conservacao do material genético e favorece o melhoramento

da espécie.

A selecéo interespecifica e intraespecifica entre espécies, e dentro da
espécie, visando ao aumento da producao de 6leo essencial € uma ferramenta
eficiente para os produtores de menta. Estratégias para aumentar a producao
de oOleo essencial das flores e folhas de espécies de menta podem ser
aperfeicoadas pela compreensdo de como caracteres fenotipicos e fenoldgicos
interagem entre si, afetando a producdo de Oleo essencial. A sintese e a
composicdo dos Oleos essenciais, em diversas plantas aromaticas, séo
influenciadas pelo genotipo, o estagio de desenvolvimento da planta e as
condi¢bes ambientais (MAROTTI et al., 1994).

Por melhoramento genético de plantas medicinais subentende-se
interagir os gendtipos da espécie em estudo a fim de obter, em mesmo local de
cultivo, aumento de massa seca e/ou fresca ou, ainda, aumento do teor de
principios ativos em determinado 0rgdo vegetal; de modo que estas
caracteristicas sejam mantidas na geracao seguinte, permitindo obter ganhos
adicionais nas geracfes subsequentes (PAGE & STEARN.1985)

No melhoramento busca-se com a reproducdo sexuada a variabilidade
genética, que é explorada na tentativa de se selecionar gendtipos superiores
em detrimento dos inferiores. Para fixagdo dos genétipos desejaveis, usa-se a
reproducdo assexuada, no intuito de se evitar a perda dos caracteres
desejados, caso fossem sexualmente propagados; portanto, ambos os modos
de reproducdo tém sua devida importancia para o melhoramento de plantas
(VENCOVSKY, 2003).

2.6. Marcadores moleculares

A identificagdo do DNA como sendo o material genético das células,
possibilitou estudos mais aplicados ao seu funcionamento. Muitos resultados
foram obtidos com a técnica de duplicacdo de DNA in vitro, em especial a
técnica de PCR, que permitiu a duplicacdo do DNA em uma reagdo em cadeia
(RAMALHO, 2008).
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O advento das técnicas moleculares permitiu a analise da variacdo dos
organismos ao nivel de DNA, observando diferencas nas sequéncias génicas
com uso de marcadores moleculares (ZUCCHI, 2002). Os marcadores
moleculares sdo pontos de referéncia nos cromossomos, definidos como
qualquer fenotipo molecular oriundo de um gene expresso (isoenzimas), de um
segmento especifico de DNA ou RNA, que podem ser regifes expressas ou
ndao do genoma (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Sendo assim, 0s
marcadores de DNA séo eficientes ferramentas na caracterizacdo da
diversidade genética em plantas, permitindo a identificacdo de variedades

morfologicamente indistinguiveis.

O desenvolvimento dos marcadores isoenzimaticos, deu inicio a
tecnologia dos marcadores moleculares, levando ao crescimento do nimero de
marcadores, disponibilizando a técnica para todas as espécies de plantas.
(ALFENAS, 1998; BOREM & CAIXETA, 2006; FALEIRO, 2007).

De acordo com Milach (1998), os marcadores moleculares podem ser
classificados em dois grupos, os de hibridacdo e os de amplificacdo do DNA.
Entre os marcadores baseados em hibridacdo estdo o RFLP (“Restriction
Fragment Length Polymorphism”), e os minissatélites ou VNTR (“Variable
Number of Tandem Repeats”). Ja os baseados em amplificacdo do DNA
incluem marcadores do tipo RAPD (“Random amplified of polymorphic DNA”),
ISSR (“Inter Simple Sequence Repeat), SCAR (‘Sequence Charecterized
Amplified Regions”), STS (“Sequence Tagged Sites”), microssatélites ou SSR
(“Single  Sequence Repeats”), AFLPs (“Amplified Fragment Length
Polymorphism”) e SNP (“Single Nucleotide Polymorphism”), entre outros.

O potencial de uso dos marcadores moleculares no melhoramento de
plantas é bastante amplo, destacando-se a identificacdo, discriminacdo dos
genadtipos a quantificacdo da variabilidade genética ao nivel de sequéncias de
nucleotideos no DNA e sua correlacdo a expressdo fenotipica. Além da
identificacdo da origem parental, protecéo de cultivares, certificacdo de pureza
genética, monitoramento de cruzamentos, caracterizagdo de germoplasma,
distdncia genética, construcdo de mapas genéticos e auxilio na selecdo
(GUIMARAES & MOREIRA, 1999).
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O emprego de marcadores moleculares no estudo da biotecnologia e do
DNA recombinante propiciou um avan¢o muito significativo para a agricultura. A
partir do momento que se pode estudar e melhorar as cultivares ndo apenas no
aspecto fenotipico, mas também em questdo do seu gendtipo, o conhecimento
da estrutura genotipica possibilitou estudos mais acurados juntamente com o
melhoramento de espécies tradicionais, possibilitando desenvolver plantas
cada vez mais adaptadas as diferentes regides. Testes de identidade com
marcadores de DNA séo utilizados regularmente para registro de classificacao
de espécies em bancos de germoplasma. (RAMALHO & FURTINI, 2009).

Marcadores moleculares de DNA tém sido utilizados para estudo da
diversidade genética entre e dentro de populacdes, para marcacdo de genes
de resisténcia a doencas, insetos e pragas, avaliacdo e, melhoramento de
genitores, introgressao génica e selecdo assistida por marcadores. Também
sdo amplamente empregados no desenvolvimento de mapas genéticos,
determinacao de grupos heteréticos e associacdo com regides gendmicas que
afetam heterose além de reconstituicdo de pedigrees (MILACH, 1998).

Segundo o estudo de Gobert et al (2006), foi comparado a diferenca
entre acessos de Mentha por meio de marcadores AFLP e ISSR, na qual
obteve-se um dendrograma que pode discriminar por meio de grupos e
subgrupos os diferentes acessos. Foram apresentados 74 marcadores com
88% de locos polimérficos. No dendrograma foi observado a formacdo de 2
principais grupos, com 0.7 de similaridade pelo coeficiente de Nei & Li (1979) e
0 método de agrupamento pelo UPGMA.. O primeiro grupo representado pela
M. suaveolens L., M spicata L., M.longifolia L.Huds. No grupo (Il) estdo as M.

arvensis L., M.aquatica L., M.piperita L.

2.6.1. Marcador molecular ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)

Os ISSR foram desenvolvidos por Zietkiewicz, Rafalski & labuda (1994)
com base nos marcadores microssatélites que sdo sequéncias pequenas de
nucleotideos — uma a seis bases — repetidas em tandem (FALEIRO, 2007).

O ISSR possibilita a determinacdo da diversidade inter e intraespecifica,

analises da identidade genética de uma espécie, confeccdo de mapas
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geneéticos, estudos filogenéticos, além de caracterizacdo e avaliacdo de
germoplasma (ZIETKIEWICZ et al., 1994). Nesta técnica, varios locos séo
gerados simultaneamente, detectando-se presenca ou auséncia de fragmentos
de tamanho particular, o que possibilita o alto polimorfismo gerado. Este
método possui alta reprodutibilidade, grande flexibilidade, ndo requer
informacdes prévias das sequéncias de DNA para a constru¢do do iniciador e
utiliza de pequenas quantidades de DNA (KUMAR et al., 2007).

A técnica envolve a amplificacdo de DNA por PCR, usando um unico
iniciador semi-arbitrario composto de uma sequéncia com padrbes
microsssatélites, podendo ser ndo ancorado ou mais comumente, ancorada na
regido 3’ ou 5, incluindo um a quatro nucleotideos arbitrarios ou degenerados.
Estes marcadores sdo abundantes ao longo do genoma de eucariontes e
evoluem rapidamente (GUPTA et al. 2008).

Os ISSR sédo considerados semi-arbitrarios e de alta reprodutibilidade
devido ao tamanho do iniciador e a necessidade de temperatura elevada para o
anelamento. Revela polimorfismos intraespecificos, segredados de acordo com
as leis mendelianas (FALEIRO, 2007)

Os marcadores moleculares ISSR produzem fragmentos de DNA de 100
a 3000 pb. Comportam-se como dominantes, e o produto da amplificacdo néo é
conhecido, ou seja, sdo marcadores randdémicos, assim como os RAPD.
Apesar de ambos marcadores nédo diferenciarem individuos heterozigotos dos
homozigotos, no entanto, h4 a vantagem de analisar locos multiplos em uma
Gnica reacao. Os alelos polimérficos ocorrem sempre que em um genoma
esteja faltando a sequéncia repetida ou exibem uma delecdo ou insercédo que
modifica a distancia entre as repeticdes. Também, ocorre devido a diferencas
no comprimento do microssatélite, principalmente nos iniciadores ancorados na
posicdo 5 do DNA (GOULAO & OLIVEIRA, 2001). As repeticbes de
microssatélite utilizada como iniciadores podem ser di-nucleotideos, tri-
nucleotideos, tetra-nucleotideos ou penta-nucleotideos (ZIETKIEWICZ et al.,
1994). As sequéncias de repeticbes e de nucleotideos ancorados séo

selecionadas aleatoriamente.

A taxa evolutiva de mudanca dentro de microssatélites €

consideravelmente mais elevada do que a maioria dos outros tipos de DNA,
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assim a probabilidade de polimorfismo nestas sequéncias € maior. A fonte de
variabilidade nos ISSR pode ser atribuida ao deslizamento da DNA polimerase
durante a replicagdo do DNA e falha em reparar erros no pareamento das
bases nitrogenadas (AGA, 2005).

Os iniciadores desenvolvidos para ISSR podem ser degenerados —
(CAN TY; (CA)n RG, onde Y representa uma base pirimidina, C ou T, e R uma
base purina, G ou A; ou podem ser uma sequéncia do proprio motivo (CA)n
com numero variado de repeticdes. A sequéncia amplificada por eles, por meio
de reacdo de PCR, é resultante das regides existentes entre dois locos SSR,
gerando um sistema de marcagdo multilocos util para andlise de diversidade
(ZIETKIEWICZ et al., 1994; GODWIN et al., 1997).

A adicdo de nucleotideos ancorados nas extremidades 5 e 3’ é usada
para prevenir o deslizamento da polimerase durante a amplificacdo via PCR,
tornando o anelamento entre o iniciador e a extremidade do microssatélite,
mais especifica e reprodutivel (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

E um método simples e rapido que une as vantagens dos SSRs, 0
polimorfismo dos marcadores AFLP e a universalidade do RAPD, além de
serem utilizados com sucesso no estudo da diversidade genética, diminuindo
custo, tempo e trabalho devido ao alto conteddo informativo (LIU & WENDEL,
2001).

Os ISSR tém ampla aplicabilidade na caracterizacdo farmacognéstica de
plantas medicinais, sendo Uteis na correlacdo do gendtipo com o quimiotipo. O
uso desses marcadores apresenta importancia significativa na identificacdo de
genodtipos promissores, para uma producdo padronizada das plantas
medicinais (KURANE et al., 2009).

Marcadores ISSR sdo recomendados para analises de espécies
relacionadas evolutivamente, obtendo-se resultados confiaveis, devido sua
abundancia e dispersdo no genoma, constituido de locos polimérficos em
quantidades satisfatorias e por apresentarem rapidez em seus resultados com
custos razoavelmente menores em comparacdo aos outros marcadores
(RODRIGUES, 2010).

Esses marcadores de DNA podem contribuir em programas de

melhoramento vegetal para selecdo de genotipos a serem utilizados
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futuramente como genitores de novas cultivares, pois apresentam entre 0s
mais utilizados atualmente para varias espécies de plantas. Também sé&o
aplicados em estudos de diversidade genética, “fingerprinting” e selegéao
assistida (COSTA et al., 2010).

2.6.2. Marcador Molecular RAPD (Random Amplified of Polymorphic
DNA).

A técnica de RAPD utiliza apenas um iniciador curto (dez nucleotideos)
que, devido ao seu pequeno tamanho, pode parear em diversos pontos do
genoma (WILLIAMS et al., 1990).

Caso duas coépias desse iniciador se liguem as fitas opostas do DNA a
uma distancia entre 200 e cerca de 4.000 pares de nucleotideos, pela reacao
de PCR, a regido flanqueada pelos iniciadores pode ser amplificada. Portanto,
€ uma técnica que ndo exige o conhecimento prévio da sequéncia que esta
sendo amplificada. Logo, um mesmo conjunto de iniciadores pode ser usado
para amplificar o DNA dos mais diversos tipos de organismos. HA empresas
gue comercializam kits de iniciadores contendo mais de 1.000 diferentes tipos
de sequéncia (ALZATE-MARIN et al., 2005).

Apesar de todas essas vantagens, o RAPD apresenta uma desvantagem
que limita, até certo ponto, o seu uso generalizado. A baixa temperatura
necessaria para a ligacdo do iniciador ao molde torna o processo bastante
dependente das condicbes de amplificagcdo. Portanto, modificacbes no
termociclador utilizado, na DNA polimerase e em outros reagentes da mistura
de reacdo podem alterar o padrdo de amplificagdo (ALZATE-MARIN et al.,
2005).

Para contornar essa limitacdo, marcadores RAPD podem ser
transformados em marcadores SCAR (“Sequence Charecterized Amplified
Regions”). Para tanto, a banda de DNA correspondente ao marcador RAPD é
clonada, sequenciada e dois iniciadores mais longos que o original sdo

sintetizados e utilizados para amplificar o mesmo marcador, S0 que agora
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numa temperatura de anelamento mais elevada. Nessa condi¢cdo, 0 processo
de amplificacéo é mais estavel e reprodutivel (PARAN e MICHELMORE, 1993).

O polimorfismo evidenciado pelo RAPD é detectado em funcédo de
mutacdes no(s) sitio(s) de ligacéo do iniciador, que impedem o seu pareamento
e a consequente amplificacdo, ou devido a ocorréncia de delecbes ou
inser¢des na regido compreendida entre os dois sitios, que alteram o tamanho
do segmento amplificado. Como, na maioria das vezes, essas mutagdes
impedem a amplificacdo do segmento de interesse, diz-se que a heranca do
RAPD é dominante, pois apenas duas classes fenotipicas serdo detectadas,
presenca ou auséncia da banda de DNA (HOFFMAM & BARROSO, 2006).
Assim, a deteccdo dos segmentos RAPD nao tem sensibilidade quantitativa
suficiente para discriminar os alelos de um individuo homozigoto (AA) de um
heterozigoto (Aa) (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

A interpretacdo dos resultados € dada pela diferenca eletroforética das
bandas, onde bandas posicionadas em locais distintos representam nudmero
dispar de pares de bases. A segregacdo dos marcadores € dependente de
polimorfismo, portanto quanto mais alto grau de polimorfismo dos marcadores
moleculares melhor a sua eficiéncia, refletindo em mais bandas que variam
quanto a posicdo, por isso sao ditas bandas polimorficas (HOFFMAM &
BARROSO, 2006).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal e Local do Experimento

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Genética Vegetal da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. O material vegetal obtido foi
proveniente do Banco Ativo de Germoplasma de Menta (BAG-Menta), e
consistiu de 82 acessos representando as espécies do género Mentha (Tabela
1), sendo 67 obtidos por meio de cultivo in vitro, e 15 mantidos in vivo no
telado.
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CODIGO

DOS IN
ACESSOS DENOMINAQAO NOME CIENTIFICO VITRO TELADO
CM1 Lime Mint Mentha aquatica L. X
CM 2 Apple Mint Mentha x villosa Huds. X
CM 3 Chocolate Mint Mentha x piperita L. X

Mentha suaveolens Ehrh.-
CM4 Pineaple Mint variegada X
CM5 Chinese Mint Mentha canadensis L. X
CM 6 Chewing Gum Mint Mentha piperita L. X
CM7 Grapefruit Mint Mentha spicata L. X
CM 8 Eua de Cologne Mentha piperita L. X
Variegated
CM 9 Peppermint Mentha piperita L. X
Hillary's Sweet
CM 10 Lemon Mint Mentha piperita L. X
CM 11 Green Curly Mint Mentha piperita L. X
CM 13 Orange Mint Mentha suaveolens Ehrh. X
CM 16 Persian Mint Field Mentha piperita L. X
CM 17 Menthol Mint gh Mentha spicata L. X
CM 18 Commom Mint gh Mentha aquatica L. X
CM 19 Lavander Mint Mentha aquatica L. X
CM 20 Japanese Field Mint  Mentha canadensis L. X
CM 21 Kabek Mentha longifolia L. X
CM 23 Peppermint Mentha x piperita L. X
CM 24 Ginger Mint Mentha arvensis L. X
Large Leaf
CM 25 Spearmint Mentha spicata L. X
CM 26 Banana Mint Mentha piperita L. X
Himalayan Silver
CM 27 Mint Mentha longifolia (L.) Huds. X
CM 28 Egyptian Mint Mentha x Villosa Huds. X
CM 29 Hortela Caseira Mentha spicata L. X
CM 30 Menta do Uruguai Mentha suaveolens Ehrh. X
CM 31 Ematerl - UnB Mentha spicata L. X
CM 32 Ciudad De Leste Mentha spicata L. X
CM 33 UnB1 Mentha spicata L. X
CM 34 Emater 2 Mentha sylvestris L. X
CM 35 Dourados 1 Mentha spicata x Suaveolens X
CM 36 Dourados 2 Mentha arvensis L. X
CM 37 Emater 3 Mentha canadensis L. X
CM 38 Kibe Mentha spicata x suaveolens X
CM 39 Piperita Negra Mentha longifolia (L.) Huds. X
CM 40 Horteld Branca Mentha longifolia (L.) Huds. X
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CODIGO

DOS IN
ACESSOS DENOMINACAO NOME CIENTIFICO VITRO TELADO
CM 41 Hortela vilosa 400 Mentha suaveolens Ehrh. X
CM 43 Hortela 560 Mentha piperita L. X
Mentha x piperita
CM 44 Hortela 489 subsp.Citrata Ehrh. X
CM 46 Hortela 403 Mentha arvensis L. X
CM 47 Hortelda 1802 Mentha piperita L. Var. Citrata X
CM 49 IAC 1 Mentha gracilis X
CM 50 IAC 2 Mentha spicata L. X
Mentha suaveolens Ehrh.x
CM 51 IAC 3 Spicata X
Mentha suaveolens Ehrh.x
CM 52 IAC 4 spicata X
CM 53 IAC 5 Mentha spicata L. X
CM 54 IAC 6 Mentha spicata L. X
CM 55 IAC 7 Mentha spicata L. X
CM 56 IAC 8 Mentha piperita L. Var. Citrata X
CM 57 IAC 9 Mentha piperita L. X
CM 58 Hortela Feltrini Mentha spicata L. X
CM 59 IAC 701 Mentha arvensis L. X
CM 60 K 78195 Mentha aquatica L. X
CM 61 K 69652 Mentha suaveolens Ehrh. X
CM 62 Hocaido Mentha arvensis L. X
CM 63 Poejo botucatu Mentha pulegium X
CM 64 Hortela Botucatu Mentha spicata L. X
CM 65 UFC 1 Mentha sp.x M. Villosa Huds. X
CM 66 UFC 2 Mentha gracilis X
Mentha x piperita
CM 67 UFC 3 subsp.Citrata Ehrh. X
CM 68 UFC 4 Mentha rotundifolia (L.) Huds. X
CM 69 UFC 5 Mentha piperita L. X
CM 70 Campos Altos - MG . Mentha suaveolens Ehrh. X
CM71 Campos Altos - MG - Mentha spicata L. X
CM 72 Campos Altos - MG ! Mentha spicata L. X
CM 73 Campos Altos - MG« Mentha sp X X
CM 74 Medeiros 1 Mentha sp (vick) X
CM 75 Medeiros 2 Mentha sp X
CM 77 Porteirinha Mentha sp X
CM 78 Porteirinha Mentha sp X
CM 79 Porteirinha Mentha sp X
CM 80 Porteirinha Mentha sp X
CM 81 Porteirinha - Poejo Mentha sp X
CM 87 Bahia Mentha arvensis L. X
CM 89 Bahia Mentha spicata L. X
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CODIGO

DOS IN
ACESSOS DENOMINA(;AO NOME CIENTIFICO VITRO TELADO
CM 90 Fortaleza UFC Mentha x villosa Huds. X
CM 91 Mato Grosso Mentha sp X
CM 92 Mato Grosso Mentha sp X
Mentha suaveolens Ehrh.-
CM 98 Brasilia - UnB variegada X
CM 100 Emater - GO Mentha piperita L. X
CM 102 Emater - GO Mentha sp (vick) X
CM 103 Emater - GO Mentha sp X

Tabela 1. Denominacdo e nome cientifico das 82 espécies analisadas, ao BAG-Menta da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, e seus respectivos meios de cultivos, telado
e/ou in vitro.

3.2. Extracdo do DNA gendmico vegetal.

Um DNA puro e de boa qualidade € pré-requisito para qualquer
andlise molecular. Porém, os protocolos convencionais de extracdo de DNA
ndo sao necessariamente reprodutiveis para todas as espécies, sendo
necessario realizar algumas adaptacbes e padronizacbes. Além disso, o
protocolo ideal deve ser aquele que possibilite rapidez, eficiéncia, baixo custo e
que preferencialmente ndo necessite a utilizagdo de produtos toxicos, como

fenol.

O DNA genbmico foi extraido através do protocolo de extracéo
CTAB 2% (Cationic Hexadecyl Trimethyl Ammonium Bromide), proposto por
MURRAY & THOMPSON (1980) e adaptado por BUSO (2005). A extracdo é
composta de diversas etapas. Primeiramente pesou-se aproximadamente 200
mg de folhas jovens dos 82 acessos de menta. Posteriormente foi feita uma
maceracdo mecanica com a utilizacdo de “beads” de cerémica, pelo
equipamento "fest prep” durante 35 segundos, com intuito de quebrar as
paredes da célula vegetal e permitir o acesso ao material genético. Foi
adicionado 700 pL de tampé&o de extracdo CTAB 2% (2% de CTAB, EDTA 20
mM, NaCl 1,4 M, Tris-HCI 100 mM pH 8.0 e 2 ul de B- mercaptoetanol por

mililitro do tamp&o, adicionado imediatamente antes do uso). A solucéo foi
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homogeneizada em vortex por 10 segundos e incubada a 65 °C por 45 minutos
em banho-maria sendo posteriormente centrifugada a 10.000 rpm por 6

minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo eppendorf.

Posteriormente, adicionou-se 600 pL de cloroférmio-alcool isoamilico
(24:1) a solucéo, a qual foi homogeneizada em vortex por 10 segundos. As
fases foram separadas por centrifugacdo a velocidade de 15.000 rpm, durante
5 minutos, dispondo-se a fase superior em novo tubo. Nessa etapa, a fase
organica (inferior) contendo parede celular, celulose, lipideos, proteinas e
polissacarideos foram separados da fase aquosa (superior) contendo DNA e
RNA. Adicionou-se 2/3 do volume de isopropanol gelado (-20 °C), as amostras
foram suavemente misturadas e mantidas a -20 °C por 30 minutos. Foi
realizada nova centrifugacdo a 13.000 rpm por 5 minutos, para formacdo do
“‘pellet” de DNA, que foi entdo lavado duas vezes com 1 ml de etanol 70% e
uma vez com 1 ml de etanol absoluto. Ap6s a secagem por aproximadamente
12 horas, o “pellet” foi ressuspenso em 100 yL de Tampao TE, contendo 10
png/mL de RNAse, e incubado a 37 °C por 30 minutos para a digestdo do RNA e
purificagdo do DNA, sendo armazenado a -20 °C.

Todos os acessos foram extraidos em triplicata, na qual garante uma
boa quantidade de DNA para realizacdo do trabalho, totalizando 246 amostras
de DNA concentrado.

3.3. Quantificacéo e diluicdo do DNA

Na verificacdo da quantidade, qualidade, auséncia de RNA e outras
impurezas na amplificacdo do material genético extraido, foi realizada uma
quantificacdo por meio de eletroforese em gel de agarose 1%, contendo
brometo de etideo, que age como um corante que se intercala has moléculas
dos acidos nucléicos sendo que a luz ultravioleta induz sua fluorescéncia. Para
isso utilizou-se 3 pl de DNA, juntamente com 3 pl de TAMPAO 3X (Sacarose -
8,09, Azul de bromofenol 0,029, TE — pH 8,0,- 20 ml) totalizando 6 pul de
solugdo para cada amostra aplicada no gel. A eletroforese foi conduzida em
tampédo TBE 1x [100 ml de TBE 10x (Tris base 0,89 M, acido bdrico 0,89 M,
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EDTA 20 mM pH 8,0 e 900 ml de agua ultrapura), a 90 V e 60 mA, durante 10

min.

A diluicdo do DNA foi realizada com a utilizacdo de agua Milli-Q,
seguindo a férmula: C1xV1=C2xV2. Onde: C1 é a concentracdo de DNA
estimada no gel de agarose; V1 € o volume de agua a ser adicionado para
concentracdo de trabalho (3 ng/pL); C2 representa a concentracdo de DNA
para trabalho (3 ng/uL); V2 é o volume estipulado de DNA para trabalho
(200pL).

O DNA diluido foi quantificado novamente usando o lambda de
referéncia, com concentracdo de 10 ng/pL. A quantificacdo foi realizada em
eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo. Segundo
BUSO et al., 2009, para as espécies de Mentha a concentracéo ideal de DNA
para amplificacdo dos marcadores ISSR e RAPD, esta em torno de 3 ng/uL. A
visualizacdo das bandas decorrentes da quantificacdo foi feita por meio da
leitura da intensidade de fluorescéncia do brometo de etideo sob luz ultravioleta

(UV) em transluminador e fotografada em fotodocumentador.

3.4. ReacglOes e amplificacdo da PCR

Para amplificagdo do DNA e consequente o estudo da similaridade
genética entre os acessos de Mentha, foram utilizados dois tipos de
marcadores: ISSR e RAPD.

A elaboracdo de primers (ou iniciadores) para alguns marcadores
depende do conhecimento prévio das sequéncias de nucleotideos que fazem
parte do DNA de interesse. Para a criacdo, € necessario a clonagem e o
sequenciamento da regido, s6 assim € possivel identificar e sintetizar o
iniciador. Atualmente, alguns marcadores sdo baseados em iniciadores com
sequéncias aleatérias, o que popularizou as analises genéticas, pois, nesses
casos, ndo é necessario conhecer previamente as sequéncias das espécies
alvos dos estudos genéticos em marcadores dominantes, no caso do ISSR e
RAPD (BUSO et al., 2009).
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Para a realizacdo das reacbes de PCR, com marcadores ISSR, foi
usado o mix ajustado (BUSO et al.,, 2009): 3 uL de DNA, 2,59 yL de agua
ultrapura estéril (Milli-Q); 1,30 puL de dNTP a 2,5 uM (sé@o desoxinucleotideos
trifosfato livres utilizados como percussores da sintese de DNA); 1,30 pL de
BSA (Bovine Serum Albumin) a 2,5 ng/mL (agindo como estabilizador da taq
DNA polimerase); 1,30 yL de tampao 10x “Buffer” contendo 100 uM Tris-HCI
pH 8,3; 500 uM KCI (esta solugdo contém ions diversos (Na*, CI', k¥, entre
outros) que otimizam as condicbes de amplificacdo; 0,25 uL de MgCl, 50 mM
(utilizado como cofator enzimatico da taq polimerase); e 0,26 yuL de taqg DNA
polimerase quatroG (4G) a 5,0 U/uL (enzima que sintetiza o DNA, responsavel
pela fase de extensdo da PCR); e 3 pL do primer (iniciador), totalizando um

volume de 13 pL.

Para a realizacdo das reacdes de PCR, com marcadores RAPD, foi
usado o mix (BUSO et al., 2009) : 3 uL de DNA, 4,67 uL de agua ultrapura
estéril (Milli-Q); 1,04 pL de dNTP a 2,5 uM ; 1,04 pL de BSA a 2,5 ng/mL; 1,30
ML de tampédo 10x “Buffer” contendo 100 yM Tris-HCI pH 8,3; 500 uM KCI ; 0,25
pL de MgCl, 50 mM; e 0,20 pL de Tag DNA polimerase a 5,0 U/uL; e 3 pL do

primer (iniciador).

As reacfes de PCR foram submetidas as condicGes de amplificacédo
de DNA, utilizando termociclador Veriti® 96-Well (Applied Biosystems, San
Jose, CA, USA). As reacbes de PCR constituiram de trés etapas: 1)
Desnaturacdo da fita dupla do DNA. 2) anelamento, dos iniciadores com
hibridagdo de suas sequéncias complementares no DNA molde desnaturado.
3) Extensdo: a DNA polimerase, na presenca fons Mg®* e dNTPs sintetiza uma
nova fita de DNA a partir da extremidade 3’ do iniciador que se encontra
hibridizado a fita de DNA molde.

e Condigbes de amplificacao:

- Para Marcadores ISSR:

Primeiramente um ciclo inicial de 5 minutos a 95°C, seguido de 35

ciclos de 45 segundos a 95°C, 1 minuto na temperatura de anelamento (56°C
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estabelecida para todos os iniciadores) e 1 minuto e meio a 72°C, seguidos de

um ciclo final de 7 minutos a 72°C.

ciclos:  1X 35X 1X
95 *C 95°C
500 00:45 72°C 72 C
L
5&°C 1:30 7:00
1:00 1¢cC
00

Figura 1: Esquema das condi¢cdes de amplificacdo do DNA, baseados em PCR e realizada em

termocilador, referente a marcadores ISSR.

- Para Marcadores RAPD:

Primeiramente, um ciclo inicial de 5 minutos a 92°C, seguido de 40
ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a 92°C, 1 minuto na temperatura de
anelamento 35°C, e 2 minutos de extenséo a 72°C, seguidos de um ciclo final

de 10 minutos a 72°C.

dclos:  1X 40X 1X
92°C 92°C
5:00 1:00 72:°C 72:C
[ |
35°C 2:00 10:00
1:00 10°¢C
o0

Figura 2. Esquema das condi¢des de amplificacdo do DNA, baseados em PCR e realizada em

termocilador, referente a marcadores RAPD.
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A separacdo dos fragmentos de DNA gerados pelos diferentes tipos de
marcadores, a partir da reacdo de PCR foi realizada por meio de eletroforese
em gel de agarose 1,5%, horizontal, corado com brometo de etidio, e submerso
em solucdo tampédo TBE 1x (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM). A separacao
dessas moléculas se deu em funcdo de suas cargas elétricas, de seus pesos
moleculares e de suas conformagdes. A eletroforese ocorreu por,
aproximadamente 2 horas, a 160 volts. Os géis foram submetidos ao
fotodocumentador e fotografados sob Iluz ultravioleta. A avaliacdo da
amplificacdo do DNA foi comparada com um marcador de peso molecular
Ladder 1kb plus (Invitrogen) a partir do tamanho dos fragmentos em pares de

base.

4. Anélise Estatistica

A analise dos marcadores polimérficos utilizando marcadores
ISSR e RAPD foi feita em conjunto, a partir de uma matriz bindria com o0s
dados codificados em presenca (1) ou auséncia (0) de bandas. Foi gerada uma
matriz de similaridade genética baseada no coeficiente de Sorensen Dice. Foi
utilizado o software NTSYS — PC 2.21m (Numerical Taxonomy and Multivariate
Analysis System) (ROHLF, 2000).

Optou-se pelo uso deste coeficiente, pois além de suas
propriedades matematicas, possibilita evidenciar diferencas intraespecificas e
desconsidera a auséncia conjunta de bandas como sinénimo de similaridade
genética (GONCALVES et al.,2008).

A escolha do coeficiente a ser utlizado deve ser criteriosa,
dependendo, inclusive, da espécie que se esta estudando. Segundo Kosman &
Leonard (2005), a escolha do coeficiente mais apropriado depende do tipo de
marcador utilizado e do nivel de ploidia do organismo em estudo. Aqueles
coeficientes que ndo consideram o indice d (0,0) como Jaccard e Sorensen-
Dice sao preferidos, ja que ndo se sabe a natureza da auséncia da banda. O
coeficiente de Jaccard tem sido largamente utilizado em estudos de biologia,
para populagbes dentro de uma espécie, onde as concordancias sao

frequentes. O coeficiente de Sorensen-Dice € adequado para comparar itens

49



muito diversos, onde a probabilidade de deteccdo dos indices a (presenca

comum de uma mesma banda) é menor.

Com o auxilio do software Dboot v.1.1 (Coelho, 2001) foram
determinados os coeficientes de variancia das similaridades genéticas, e uma
andlise de boostrap foi realizada usando um numero de marcadores
crescentes, com 1000 amostragens ao acaso. Essa andlise foi utilizada para
verificar se o grau de confiabilidade do nimero de marcadores foi suficiente, ou
se seria necessario aumenté-lo. Além disso, foi realizada uma analise de
bootstrap pelo programa Bood v.3.0 com 1000 amostragens ao acaso, para
verificar a consisténcia dos ramos no dendrograma (COELHO, 2000).

ApoOs a exclusdo dos marcadores monomoérficos estimou-se a
similaridade genética entre os acessos de menta. A semelhanca genética entre
pares foi estimada, com base na matriz binaria gerada, de acordo com o
coeficiente Sorensen-Dice (SNEATH & SOKAL, 1973). A similaridade do
coeficiente Dice € definida segundo a expressdo Sij=2a/(2a+b+c), onde Sij
corresponde a similaridade entre individuos i e j, a € 0 numero de bandas em
comum, b € o nimero de bandas presentes em i e ausentes em j, ¢ € o numero
de bandas presentes em | e ausentes em i, ou seja, a similaridade é definida
como o dobro das bandas em comum sobre o numero total de bandas
amplificadas nos dois individuos. Esta abordagem parece ser a mais
apropriada para caracteristicas genéticas, pois s6 considera os individuos
geneticamente semelhantes somente quando possuem uma banda em comum,
a auséncia de uma banda em comum n&o significa uma semelhanca em
termos genéticos (DIAS, 1998).

Estes dados, denominados dados binarios, foram analisados
utilizando-se coeficientes de similaridade, dois a dois, para o calculo das
distancias genéticas. Os coeficientes de similaridade sédo especificos para
variaveis binarias, e sao utilizados em estudos de divergéncia genética

baseados em marcadores moleculares dominantes (MEYER, 2004).

A analise da distancia genética entre os acessos € feita a partir da matriz
da distancia euclidiana, e o método de agrupamento UPGMA (“Unweighted

Pair-Group Method Using Arithmetic Avarages”) gerado pelo programa
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estatistico (NTSYS) com intuido de obter o coeficiente de correlacédo cofenética

(CCC) e analisar o grau de consisténcia dos ramos obtidos do agrupamento.

4.1. Andalise de Agrupamento

ApoOs o célculo da matriz com as distancias genéticas entre as
espécies, procedeu-se 0 agrupamento destes. Para tanto, utilizou-se de
metodologias de agrupamento. O objetivo destes métodos foi juntar aqueles
itens com maior proximidade em grupos, resultando em um dendrograma de
similaridade, que permite uma visualizagdo mais facil e rapida dos resultados
(DIAS, 1998).

Os métodos de agrupamento podem ser divididos em dois grupos,
hierarquicos e nao hierarquicos, sendo o primeiro grupo mais utilizado para
andlise de divergéncia genética de espécies vegetais. Dentre os métodos nao
hierarquicos, destacam-se os métodos de particdo e os métodos de otimizacéo
(MEYER, 2004).

O agrupamento pelo método UPGMA foi realizado a partir dos
dados da matriz gerada neste estudo pelo coeficiente de Dice. No método
UPGMA, a distribuicdo dos individuos no dendrograma ndo segue um critério
de formacdo de grupos, uma vez que o principal aspecto deste método

consiste nas ramificacées que séo obtidas.

Os individuos sdo agrupados aos pares, utilizando-se médias
aritméticas da similaridade. O dendrograma prioriza 0s gendtipos com maior
similaridade, e as distancias entre um individuo e um grupo formado pelos
individuos i e j sdo calculadas por d(ij)k = (dik + djk)/ 2, sendo d(ij)k a distancia
média entre o grupo ij e o individuo k; dik a distancia entre os individuos i e k; e
djk a distancia entre os individuos j e k (GONCALVES et a.,2008)

Nos métodos de agrupamento hierarquicos, 0s genotipos foram
agrupados de forma sucessiva, com base em suas distancias minimas,
maximas ou pela média aritmética ndo ponderada entre os pares de genotipos,
em que para cada grupo formado foi necessario reconstruir uma nova matriz de

similaridade, até a formacao de um unico grupo.
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A analise de agrupamento tem por finalidade reunir, por algum
critério de classificagdo, os progenitores em varios grupos, de tal forma que
exista homogeneidade dentro do grupo e heterogeneidade entre grupos. Além
disso, objetiva dividir um grupo original de observacbes em varios grupos,
segundo algum critério de similaridade ou dissimilaridade (MOHAMMADI &
PRASANNA, 2003)

A escolha dos métodos de agrupamento também deve ser
criteriosa. Os diferentes métodos podem produzir diferentes resultados aos
mesmos dados. Dudley (1994) afirma que o método UPGMA, para
melhoramento genético, € superior as metodologias do vizinho mais préximo e
do vizinho mais distante. Ao se avaliar os métodos de agrupamento, devem-se
levar em conta dois aspectos: a estabilidade do agrupamento formado e o grau
de concordancia entre o dendrograma e a matriz das distancias. A primeira
refere-se a possibilidade de se separar os dados em subgrupos e analisa-los
separadamente, resultando no mesmo agrupamento quando analisado
conjuntamente ou ainda a néo distor¢cdo do agrupamento ao se excluir algum
dado. O grau de concordancia entre a matriz e o dendrograma é dado pelo
coeficiente de correlacdo cofenética, calculado através da correlacdo entre a

matriz inicial e a matriz dos valores cofenéticos entre as espécies.

O ponto de corte foi feito com base na estimativa da similaridade
genética média sgm = Zsgj / N, em que, sg; corresponde a similaridade
genética entre cada par de individuos e N € o numero de pares obtidos (SILVA,
et al. 2013).

4.2. Correlacdo Cofenética

A correlacdo cofenética mede o grau de ajuste entre a matriz de
similaridade original (Matriz S) e a matriz resultante da simplificagéo
proporcionada pelo método de agrupamento (Matriz C). No caso, C é aquela
obtida apds a construcdo do dendrograma. Tal correlacéo foi calculada usando
(BUSSAB et al.,1990).

Nota-se que essa correlagéo equivale a matriz de similaridade original e

aguela obtida apos a construcéo do dendrograma. Assim, quanto mais proximo
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de um, menor serd a distorcdo provocada pelo agrupamento dos individuos
com o método UPGMA.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se que o DNA gendmico extraido das folhas pelo método CTAB
2%, proposto Murray & Thompson (1980) e adaptado por Buso (2005),
apresentou alta qualidade e quantidade de DNA para realizacdo da PCR nos
diferentes tipos de marcadores, suficientes para execucdo de todo trabalho.
Para maior precisdo quanto a concentracdo obtida de DNA representado na
figura 1, utilizou-se um comparativo com DNA de fago lambda nas
concentracdes de 200 e 400 ng. As amostras obtidas apresentaram em média
concentragédo de 350 ng/pL.

“dHHHHHHHﬁHHHH

17 21

HHHHHHHHHHH RH

Figura 3. Exemplo de quantificacdo do DNA em gel de agarose 1% de 26 acessos de Mentha,

em conjunto com DNA lambda (200 e 400ng) como referéncia.

ApOs averiguar a concentracdo e qualidade do material, foi feita uma
diluicio do DNA concentrado apresentado na figura 2, onde todos 0s acessos
foram padronizados para uma concentracdo de 3 ng/pL. Utilizou-se um
comparativo com DNA de fago lambda na concentracdo de 10 ng. Para a
melhor qualidade de amplificacdo dos marcadores ISSR e RAPD, a
concentracéo ideal de DNA para os 82 acessos é aproximadamente 3 ng/upL
(BUSO, 2005; FALEIRO 2007 & KUMAR et al.,2007)
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Figura 4. Exemplo de quantificacdo do DNA diluido de acessos de Mentha em gel de agarose

1%, corado com brometo de etidio e fotografado sob luz ultravioleta. Na primeira coluna esta o

lambda de 10 ng como referéncia.

Para a selecdo dos iniciadores ISSR e RAPD foi realizado a
amplificacdo dos oito acessos: CM6, CM7, CM9, CM10, CM13, CM 17,
CM 25, CM 41. Foram testados 46 iniciadores ISSR, destes 12
apresentaram locos polimorficos nitidos que facilitaram a andlise (tabela
3). Quanto aos marcadores RAPD, foram testados 35 iniciadores dos

quais nove obtiveram fragmentos polimérficos amplificados (tabela 2).

Tabela 2. Iniciadores de ISSR utilizados nos 82 acessos de menta, seguidos da
sequéncia e temperatura ideal de anelamento.

Iniciadores Sequéncia nucleotideos Anelamento
3ZM 5-CACACACACACACACAAT-3 56°C
8 ZM 5'-CACACACACACACAATCC-3' 56°C

32 ZM 5-AGCAGCAGCAGC-3 56°C
38 ZM 5-AGCAGCAGCAGCAT-3’ 56°C
39 ZM 5'-AGCAGCAGCAGCAC-3 56°C
60 ZM 5'-GCCACGCTGCTGCTGCTGCTGCT-3’ 56°C
7 0S 5'-AGAGAGAGAGAGAGAGYG-3’ 56°C
8 0OS 5-CACACACACACACACARY-3’ 56°C
90S 5'-ACACACACACACACACYA-3 56°C
10 OS 5' AGAGAGAGAGAGAGAGYT-3 56°C
1PV 5'-GACACACAGACARG-3’ 56°C
4 PV 5-YRGACAGACAGACA-3’ 56°C

*¥Y=(C ou T); R=(G ou A).
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Tabela 3. Iniciadores de RAPD utilizados nos 82 acessos de menta, seguidos da
sequéncia e temperatura ideal de anelamento.

Iniciadores Sequéncia nucleotideos Anelamento
Al5 5-GTCGTAGCGG-3’ 36 °C
OPP15 5-GGAAGCCAAC-3 36 °C
F9 5'-CCAAGCTTCC-3' 36 °C
F10 5-GGAAGCTTGG-3 36 °C
C4 5'-CCGCATCTAC-3 36 °C
cs 5-TGGACCGGTG-3’ 36 °C
F8 5-TCGAGGCCCC-3’ 36 °C
F16 5-GGAGTACTGG-3' 36 °C
F6 5-GGGAATTCGG-3’ 36 °C

Nas figuras 5 e 6 sdo apresentados os perfis gerados pelos
iniciadores 3 ZM e OPP15, derivados dos marcadores ISSR e RAPD,
respectivamente. Evidenciando o grande polimorfismo evidenciado por
ambas as técnicas. A partir da tabela 3 os iniciadores ISSR utilizados
amplificaram um total de 116 marcadores polimérficos, e para os de
RAPD na tabela 4, obteve-se 66, resultando em um total de 182
marcadores, com uma media préxima de nove marcadores por primer.
Em geral ambos os marcadores amplificaram locos entre 200 pb e 3.000

pb, e pode evidenciar também uma semelhanca quanto aos locos

polimérficos, apresentando 86% para ISSR e 88% para RAPD.
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Figura 5. Gel de agarose 1,5% representando a amplificacdo com o iniciador 3 ZM, por

meio de PCR, dos 82 acessos, e ladder 1 kb como comparativo representado por (L).

FB T NHNREN VNN 101021681 B8N =
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Figura 6. Gel de agrarose 1,5% representando a amplificacdo com o primer OPP15 por

meio de PCR, dos 82 acessos, e ladder 1 kb como comparativo representado por (L).

Tabela 4. Analise dos iniciadores ISSR com base nos 82 acessos de Mentha,
apresentando um total de locos amplificados, polimérficos e monomérficos, como
também a variagdo do tamanho dos fragmentos amplificados.

Tamanho das bandas bandas bandas bandas
niciador (pb) polimorficas monomédrficas amplificadas

3 ZM 300-2100 10 3 13

8 ZM 400-2000 10 2 12
32 ZM 250-1650 9 3 12
38 ZM 300-1700 9 2 11
39 ZM 400-2000 9 1 10
60 ZM 400-1500 9 2 11

7 0S 200-2000 13 1 14

8 OS 350-2000 10 0 10
90S 200-1650 2 11
10 OS 200-1650 1 10
1PV 250-3000 0 9

4 PV 300-2100 10 2 12
Média 280-1945 9.6 1.58 11,25
Total 116 19 135
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Tabela 5. Anadlise dos iniciadores RAPD com base nos 82 acessos de Mentha,
apresentando um total de locos amplificados, polimérficos e monomorficos, como

também a variacdo do tamanho dos fragmentos amplificados.

Tamanho das bandas bandas bandas bandas
Iniciador (pb) polimoérficas monomoarficas amplificadas
Al5 200-1900 6 2 8
OPP15 350-2100 8 0 8
F9 200-2000 7 2 9
F10 250-2000 8 0 8
C4 400-2100 8 2 10
C8 350-1700 8 0 8
F8 350-2000 7 2 9
F16 400-2000 7 1 8
F6 500-2000 7 0 7
Média 327-1996 7.3 1 8.33
Total 66 9 75

A partir da analise da distancia entre a matriz de similaridade e o
meétodo de agrupamento, foi obtido um indice de correlacéo cofenética (r=
0,75), valor alto e adequado, uma vez que de acordo com Vaz Patto et al.
(2004), r > 0,56 é considerado ideal, refletindo uma boa concordancia
entre a matriz de distancia original e o método de agrupamento UPGMA,

estabelecendo entdo, uma 6tima consisténcia nos ramos obtidos pelo

dendrograma.
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Figura 7. Curva representando os coeficientes de variagdo associados as estimativas de

similaridade de Dice, pela andlise de boostrap com variagdo no nimero de marcadores.
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A partir dos dados da figura 7 representando os erros associados
as estimativas de similaridades genéticas, por meio do procedimento
bootstrap com numero variavel de marcadores, concluiu-se que os 182
marcadores ISSR e RAPD foram suficientes para determinar
confiabilidade da anélise. De acordo com os dados apresentados na
figura 7, houve uma relacdo direta entre o numero de marcadores e a
magnitude de correlagdo dos valores de matriz de similaridade de Dice,
evidenciando, como esperado, que a magnitude do coeficiente de
variacdo diminui conforme o aumento do numero de marcadores

avaliados.

Apos verificar que a quantidade de marcadores e a correlacdo
cofenética foram adequadas para realizar a analise, e ter uma
consisténcia quanto aos agrupamentos obtidos, foi formado um
dendrograma, onde se podem analisar as similaridades entre as espécies

em questao.

Pdde-se observar no dendrograma gerado (Figura 8) a formacao
de dois principais grupos com 0.49 de similaridade entre eles. O primeiro
grupo representa 77 acessos, e este se dividiu em dois subgrupos (1.1 e
1.2), com similaridade de 0.55. O subgrupo 1.1 dividiu-se em (1.1.1 e
1.1.2) onde apresentou maior similaridade entre os acessos M.

suaveolens Ehrh e M. x villosa Huds no primeiro.

No subgrupo (1.1.2) foi observada similaridade entre os grupos
pertencentes a M. spicata L, M.aquatica L. M.pulegium e hibridos de

spicata x suaveolens.

O subgrupo (1.2) é representado principalmente pela M.piperita, M.
arvensis e M.longifolia Huds, na qual estas apresentaram maior

semelhanca no agrupamento.

No segundo grupo (2) constitui de 4 acessos, agrupando as
espécies M. canadensis L e M. gracilis. Quanto ao acesso CM79 —
Mentha sp, se diferenciou dos demais acessos, ndo agrupando a
nenhum, no entanto, sugere-se fazer uma analise morfolégica para

averiguar o motivo da mesma se destoar tanto.
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Pdde- se observar também que o maior grau de similaridade
ocorreu em dois acessos (CM51 e CM52) dos hibridos M. spicata x
suaveolens, com similaridade de 0.91. Com base nos pares de grupos
obtidos, estimou a similaridade genética média no dendrograma de 0.70.
Dentre todos os acessos analisados, 12 nomeados como Mentha sp,
agruparam-se junto a espécies conhecidas, podendo sugerir ou auxiliar a

classificacdo das mesmas.

Os acessos CM75, CM91 e CM78 agruparam- se junto as espeécies
de M. villosa Huds,, com similaridade de 0.58, entretanto, pode haver um
equivoco quanto a classificacdo dos dois acessos CM3 e CM23 de
M.piperita L, na qual ndo se agruparam junto aos demais acessos de
M.piperita L, podendo entdo sugerir sua classificagdo como M.
suaveolens Ehrh.

Os acessos CM77, CM103, CM81, CM92, CM102 agruparam-se
junto as espécies de M.aquatica L e M. pulegium, com uma similaridade
de 0.65. Os acessos CM34 e CM80 tiveram maior proximidade com
espécies de M. suaveolens Ehrh, ja quanto aos acessos CM73 e CM74
pode-se observar uma similaridade de 0.67 para espécie M.longifolia
Huds.

Os acessos CM44 e CM67 representando o hibrido M. x piperita
subsp citrata Ehrh demostraram uma grande dissimilaridade em seu
agrupamento, os dois acessos deveriam estar no mesmo grupo, sendo
gue um se agrupou com espécies de M. longifolia Huds e outra com
hibridos de spicata x suaveolens, podendo entdo sugerir uma nova

classificagao.

De acordo com Carridonde (1996) a M. spicata L € um hibrido entre
M.longifolia com M. suaveolens Ehrh, e, de acordo com o dendrograma
pode ser observado uma maior similaridade da M. suaveolens Ehrh com a
M.spicata L, entretanto, em relagdo a M.longifolia, houve pouca

similaridade.

E citada também por Carriconde (1996), a M. villosa Huds como
sendo um hibrido oriundo do cruzamento entre M.spicata com M.

suaveolens Ehrh, e observou-se no dendrograma, similaridade no
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agrupamento entre M. villosa Huds com M. suaveolens espécies (1.1.1),

podendo afirmar uma possivel relacdo como parentais.

O acesso CM68 é citado por alguns autores como M.rotundifolia L,
e de acordo com Page & Stearn (1985), este € uma sinonimia da espécie
M.suaveolens, e este fato pode ser confirmado, pois no dendrograma este

acesso se agrupou junto as espécies conhecidas de M.suaveolens Ehrh.

Quanto aos dois acessos CM66 e CM49 de M. gracilis, se
agruparam a diferentes espécies e hibridos, o CM 66 se agrupou junto a
M. canadensis (2), podendo sugerir que a M.gracilis € classificada como
M.canadensis. O acesso CM 49 agrupou junto aos hibridos de spicata x
suaveolens (1.1.2), como a M. gracilis € um hibrido de M.spicata com
M.arvensis, segundo Harley & Brighton (1977) explica que a M gracilis
estd intimamente relacionada e parecida com a M.arvensis, por a
M.arvensis contribuir com trés dos cinco genomas de hibridos. No
entanto, de acordo com o dendrograma pode ser observado uma maior

similaridade com o a M.spicata, e ndo com M. arvensis.

Segundo o dendrograma obtido por Gobert et al (2006), utilizando
marcadores ISSR e AFLP em diferentes acessos de menta, apresentou
maior similaridade no agrupamento entre as M. suaveolens, M. spicata .e
M. longifélia, contudo, em comparacao ao dendrograma gerado a partir do
marcadores ISSR e RAPD, observa-se que também apresentou
similaridade entre a M.suaveolens e M.spicata, entretanto ndo houve
agrupamento com a M.longifolia. Quanto aos acessos de M.arvensis,
agruparam junto com a M. piperita e M.aquatica, no qual corrobora com o
dendrograma dos ISSR e RAPD, que também apresentaram similaridade
no agrupamento entre M.piperita e M.arvensis, contudo, a M.aquatica nao

se agrupou junto as M. piperita e M.arvensis.
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Figura 8. Dendrograma gerado pelo (NTSYS) obtido pelo coeficiente de Sorencen-Dice, e pelo
método de agrupamento UPGMA pelo método de agrupamento para os 82 acessos de

espécies do género Mentha.

6. CONCLUSOES

A técnica de extracdo de DNA testada nesse trabalho
(protocolo de extracdo) forneceu material com qualidade e quantidade
suficientes para gerar produtos amplificados de ISSR e RAPD,

certificando o método.

Os 182 locos amplificados pelos marcadores ISSR e RAPD,
mostraram-se eficientes para detectar polimorfismo entre acessos de
Mentha e possibilitou uma distincdo mais precisa dentro desses grupos

formados e entre eles.

O arranjo da distribuicdo dos acessos em funcdo da
similaridade genética possibilita maior conhecimento quanto a
classificacdo, podendo auxiliar em programas de melhoramento genético

nesta espécie.

Os 82 acessos que constituem a colecdo de menta
representam, portanto, grande fonte de variabilidade entre os diferentes

genotipos.
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