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Resumo: Mentha ¢ um género de plantas herbaceas que vem sendo inserido cada vez mais em
pesquisas que visam obten¢do de maiores informagdes e conservacdo dos recursos genéticos de suas
espécies. A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) possui um Banco de
Germoplasma de Menta, porém pouco se sabe a respeito de seu material. O conhecimento da
variabilidade genética possibilita avangos nos estudos e pesquisas a respeito de diferentes espécies.
Para este fim, foram utilizados marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), que
sdo marcadores dominantes utilizados para amplificagdo de segmentos gendmicos flanqueados por
repeticdes. O objetivo deste trabalho foi obter e acrescentar informagdes a respeito de 82 individuos de
diferentes espécies do género Mentha. Com base nas analises feitas, foi gerada uma matriz de presenga
e auséncia a partir do programa NTSYS, o que possibilitou a analise de similaridade dos individuos
testados. O dendrograma gerado mostrou a formacao de dois grandes grupos, um de M. piperita e
outro de M. spicata. Além disso, observou-se que a similaridade variou de 40 a 97%, sendo menor em
4 individuos, o que pode ser consequéncia de algum equivoco taxondmico. Dois individuos com 97%
de similaridade, classificados como individuos diferentes, porém da mesma espécie (M. suaveolens),
parecem ser amostras da mesma planta. O segundo grupo de maior similaridade (88%) ¢ formado por
dois acessos classificados como da espécie M. gracilis e outro da espécie M. arvensis, podendo-se
dizer, com isso, que possivelmente ha um equivoco quanto a classificagdo. O mesmo ocorreu com o
terceiro grupo de maior similaridade (87%), do qual fazem parte um individuo classificado como M.
spicata e outro como M. aquatica. A disponibilidade destes dados facilita o uso adequado deste
germoplasma em programas de conservagao e de melhoramento genético para o desenvolvimento de

genotipos de interesse do agronegdcio brasileiro.
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A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) possui
um Banco de Germoplasma de Menta, porém ainda existem poucos estudos que abordam este género
no Brasil, faltando informagdes para a domesticacdo de espécies, desenvolvimento de novas
variedades, caracterizagdo, melhoramento e prospec¢do de genes. Hoje sdao conhecidas
aproximadamente 50 espécies deste género, que sao caracterizadas a partir de analises quimicas,
morfologicas e genéticas. A fim de obter informagdes precisas a respeito das espécies do género
Mentha, foram utilizados marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), que sdo
dominantes e produzem amplicons reproduziveis de alta qualidade (Buso, et al., 2008) e grande
reprodutibilidade quando comparados a outros marcadores com base em PCR ndo especifico como
RAPD (Wolfe & Liston, 1998). O objetivo desde estudo foi caracterizar e revelar genotipicamente a
similaridade entre acessos de Mentha sp. do Banco de Germoplasma da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia (CENARGEN), com o intuito de aumentar informacgdes a respeito do germoplasma em

questao.

Material e Métodos

O estudo foi feito a partir da extragdo de DNA de 82 acessos de Mentha sp. do Banco de
Germoplasma da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia através do método CTAB 2%, com
modifica¢des. Apos diluicdo das amostras de DNA para a concentracdo de 3,0 ng/ pL, 48 primers
foram testados, dos quais 10 foram selecionados, sendo 5 desenvolvidos para feijao (Phaseolus
vulgaris) e 5 desenvolvidos para milho (Zea mays). A partir desta sele¢do, os 82 individuos foram
analisados com os 10 primers em reacdes de PCR (Polymerase Chain Reaction). Esta reacdo foi feita
com 3uL. de DNA (3,0ng/uL), 3uL de primer a 0,9mM e uma mistura de 7uL de substancias chamada
mix. Este foi composto por 2,65uLL de agua Milli-Q autoclavada, 1,30pL de dNTP a 2,5mM, 1,30uL
de BSA a 2,5mg/mL, 1,30uL de tampao IB 10x, 0,25uL. de MgCI2 (50mM) e 0,20uL de tag DNA
polimerase, com um total de 13uL por reacdo. As reacdes de amplificacdo foram realizadas em
termocicladores GeneAmp PCR system 9700 AB. Os produtos das reagdes foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 3,5%, corados com brometo de etidio e as bandas visualizadas em
fotodocumentador. Cada imagem foi analisada quanto a presenca (1) ou auséncia (0) de banda em cada
individuo. Os dados deram origem a uma matriz de similaridade obtida utilizando-se o coeficiente
Jaccard do programa NTSYS pc 2.1. UPGMA do mesmo programa foi utilizada para gerar um

dendrograma contendo os acessos de Mentha sp.
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Os dados das analises dos 82 individuos com os 88 marcadores obtidos
passaram pelo programa Bood versao 3.03, que tem a fun¢do de avaliar o grau de confiabilidade dos

agrupamentos por meio do procedimento de bootstrap.

Resultados e Discussiao
Dos 48 primers ISSR testados, 10 foram selecionados para avaliacdo e estudos de acessos do
género Mentha, gerando 82 marcadores. Esses marcadores geraram um dendrograma visualizando a
similaridade entre os acessos de menta (Figura 1). Observa-se nesta figura que os 4 ultimos acessos
ndo foram agrupados em nenhum grupo e apresentam baixo grau de similaridade em relagdo aos
outros. Isto pode ter ocorrido devido & contaminagdo das amostras ou um possivel equivoco quanto a

classificacdo taxondmica.
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Figura 1. Dendrograma dos 82 individuos de Mentha sp gerado a partir do programa NTSYS.

Os dois individuos mais proéximos apresentaram 97% de similaridade, estes estdo classificados

como dois individuos diferentes, porém da mesma espécie (M. suaveolens), sendo possivel que ambos
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sejam amostras da mesma planta. O segundo grupo de maior similaridade
(88%) ¢ formado por dois acessos classificados como da espécie M. gracilis e outro da espécie M.
arvensis, podendo-se dizer, com isso, que possivelmente ha um equivoco quanto a classificagcdo. O
mesmo ocorreu com o terceiro grupo de maior similaridade (87%), do qual fazem parte um individuo
classificado como M. spicata e outro como M. aquatica. Os demais grupos provavelmente estdo de
acordo com a classificacdo inicial. O primeiro grande grupo formado, M. piperita, apresentou
similaridade variando de 40 a 75%, enquanto o outro grande grupo, M. spicata, apresentou
similaridade variando de 45 a 87%.

Dentre os 82 individuos analisados, 15 ainda nao foram classificados. Com base nas analises do
dendrograma ¢ possivel supor pelo agrupamento dos mesmos que, dentre os individuos nao
classificados, um ¢ da espécie M. piperita, um ¢ da espécie M. suaveolens, outro ¢ da espécie M.
arvensis e outro € da espécie M. spicata. Estes resultados deverao ser comparados com analises

quimicas dos compostos caracteristicos de cada espécie.

Conclusoes

Com o uso dos programas NTSYS e Bood, foi possivel obter um dendrograma de analise de
similaridades dos 82 individuos de Mentha sp e definir o grau de confiabilidade dos agrupamentos
gerados. Com isso, foi observado grau de similaridade variando de 40 a 97%, de forma que dois
grandes grupos se destacaram: grupo M. piperita e grupo M. spicata. Além disso, 4 individuos foram
excluidos da matriz, apresentando a menor similaridade. A partir das andlises e dos resultados obtidos,
conclui-se que o uso de marcadores ISSR foi adequado para o estudo, pois possibilitou uma posterior
analise de qualidade dos dados dos individuos de Mentha sp. A andlise de variabilidade deste género
acrescenta informagdes ao banco de dados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia a respeito
destes 82 individuos, facilitando e possibilitando o desenvolvimento de outras pesquisas a respeito do

género Mentha.
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