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Resumo

O gengibre, apesar de ser uma planta de origem asiética, adaptou-se muito bem as condi¢6es de clima
e solo brasileiro, e 0 estado do Espirito Santo é o maior produtor e exportador brasileiro desta cultura.
Para melhor caracterizac@o dos materiais genéticos que formam as lavouras capixabas, este trabalho
apresenta como objetivo avaliar a diversidade genética de gengibre com base em marcadores
moleculares para melhor direcionar os trabalhos que serdo desenvolvidos no pré-melhoramento desta
cultura. Para tanto, 15 acessos de gengibre tiveram suas folhas coletadas em diferentes propriedades
rurais e foram preparados para as analises moleculares com marcadores do tipo ISSR. A principio
foram avaliados oito primers nédo especificos para gengibre que geraram 94 marcas polimérficas. Com
base na andlise dos géis de agarose, ap0s as reacfes de polimerase em cadeia, observou-se com
base no dendrograma que o acesso 15 foi o portador de maior dissimilaridade enquanto 5 e 9 foram os
que mais se assemelhavam. O primer UBC — 842, foi o mais eficiente em obter maior nimero de marcas
polimérficas.

Palavras-chave: Zingiber officinale Roscoe. Diversidade Genética. Pré-melhoramento

Area do Conhecimento: Ciéncias Bioldgicas

Introducéo

O gengibre foi informado descritivamente na literatura pela primeira vez pelo boténico britanico
William Roscoe, sendo atualmente a regido Indo-Malaia a mais rica em diversidade de gengibre e inclui
mais de 1200 espécies de plantas com 53 géneros e cerca de 85 espécies, (FOSTER, 2002). Apesar
de ser uma planta nativa da Asia, pertencente a familia Zingiberaceae, tal cultura se adaptou muito
bem ao clima brasileiro (CHAVES et al, 2012). O rizoma desta espécie é utilizado como condimento e
matéria-prima para a fabricagdo de bebidas, temperos, doces e geleias e também muito empregado
para fins medicinais (JIANG et al., 2007). As atividades antioxidantes e anti-inflamatérias, bem como
as funcdes hepatoprotetoras, estdo associadas a presenca de varias substancias, como gingerol,
canfeno, salsa e zingerona (YU et al., 2007).

No Brasil, o Espirito Santo é o maior produtor de gengibre, sendo uma boa opcao de renda para
os produtores de base familiar, o gengibre vem tendo um aumento na produgdo capixaba, sendo
aproximadamente 51,6% na classificacdo de plantacBes em ascenséo do estado comparado a anos
anteriores superando o aumento do café em 20,2% e o de abacate 30,1% enquanto na categoria da
olericultura o gengibre capixaba foi estimado em uma producéo de aproximadamente 54.800 toneladas
em 967 ha de colheita gerando uma renda de aproximadamente 172.667 mil reais e uma participacao
de 1% dos 8,93% dos dados da olericultura no estado, ficando atras somente do tomate (2,08%) e
repolho (1,08%) com base nos dados da Incaper por Vinagre et al (2022).

Embora sua importancia econémica e social seja expressiva, pouco se sabe sobre o material
genético cultivado nas lavouras capixabas, neste sentido, propdem-se a estratégia do pré-
melhoramento genética de gengibre, o que refere-se as atividades realizadas visando conhecer os
acessos antes de introduzi-los em um programa de melhoramento, desta forma, o pré-melhoramento
desta cultura torna-se fundamental para o conhecimento dos acessos a serem trabalhados, permite a
selecdo de plantas superiores, além de permitir a construcdo de um banco de germoplasma para
preservacdo genética desses materiais.
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Para potencializar as agBes do pré-melhoramento genético sdo empregados os Marcadores
moleculares, os quais vém sendo amplamente utilizados para estudos de diversidade genética devido
a sua utilidade como uma estratégia para detectar a variacdo do genoma, empoderando a analise
genética vegetal (GEORGE et al, 2022). Entre os marcadores moleculares, o ISSR (Inter Single
Sequence Repeats), utilizado na metodologia de Zietkiewicz et al (1999) com base em marcadores
microssatélites (SSRs) se destacam, pois esses marcadores ISSR utilizam um Gnico primer, geralmente
constituido por uma sequéncia de microssatélites de 16-25 pb, para aumentar a qualidade
principalmente de sequéncias Inter-SSR de diferentes tamanhos verificadas por PCR (Polymerase
Chain Reaction) que pode ser vista em trabalhos como Fontes et al (2012), Subositi et al (2022),
Cardoso et al (2022), Sarker et al (2023).

Metodologia

O seguinte procedimento foi realizado no laboratério de genética e biologia molecular do IFES
Campus de Alegre através do protocolo “mini-prep” de Doyle e Doyle (1990) com modificagdes
propostas por Berilli et al (2013), 200 mg de tecido vegetal das folhas de gengibre foram macerados
com nitrogénio liquido, posteriormente foram transferidos para tubos de eppendorf, tal processo foi
realizado com todas as 15 amostras utilizadas na pesquisa sendo 14 delas obtidas do rizoma de
cultivares de gengibre na cidade de Santa Leopoldina e uma delas obtida em mercado local. Apés a
maceracao foi adicionado 800ul do tampé&o de extragao pré-aquecido contendo 1% CTAB, 1,4M NaCl,
20 mM EDTA, 100mM Tris-HCI (Ph 8,0), 1% PVP e 0,1% 2-mercaptoethanol, invertendo-os
manualmente por 5 minutos a fim de homogeneiza-los e incubando-se a 65°C por 30 a 40 minutos em
banho maria, com agitacdo manual suave em um de intervalo de 10 minutos. Em seguida foi
centrifugado a 14000 rpm por 5 minutos. Apés tal processo o sobrenadante de aproximadamente 600yl
foi transferido para novos tubos de eppendorf e a mesma quantidade de volume, 600uL de cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1) foi adicionado. Foi realizada uma nova centrifugacdo de 14000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi transferido para novos tubos e entdo isopropanol gelado a 70% foi
adicionado, com suave inversdo e submetido a “overnight’” em geladeira (4°C). Realizou-se
centrifugacdo a 14000 rpm por 10 minutos, obtendo-se um “pellet”, que foi lavado duas vezes,
primeiramente com 300ul de etanol 70%, logo apos, lavou-se também com 300l de etanol 95%, o
“pellet” foi ressuspenso em 200ul de solugdo Tris-EDTA (10 mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH 8,0) e
incubado em banho maria com RNAse na concentracéo final de 40 yg/ml a 37°C por 30 minutos. As
concentracdes de DNA nas amostras foram estimadas por meio de gel de poliacrilamida a 10% e
padronizadas na concentragdo de 10ng.pl.

As reacgdes de amplificacdo via PCR foram feitas conforme Zietkiewicz et al, (1994) através de
modificacdes propostas por Berilli et al (2013), num volume final de 15 pl contendo os reagentes nas
seguintes concentragdes para uma reagdo de PCR via marcadores moleculares ISSR: 1,5 uL de
Tampéao 10X (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8,4, 1% de Triton X-100), 0,6 uL de 25 mM MgCl:,
4,8 uL de 0,2 mM dNTPs, 0,3 uL de 0,5 mM de primer 0,2uL de Taq DNA polimerase a 5U/uL e 3uL
de DNA genémico a 10 ng/UL, completando o volume final com agua ultrapura, que neste caso foi
4,6uL. Um controle negativo com omissdo de DNA foi incluido em cada corrida para verificar a auséncia
de contaminacao, sendo o volume do DNA substituido por igual volume de agua ultrapura.

O numero de polimorfismo pode ser classificado de acordo com os primers que amplificam
fragmentos a fim de que seja possivel analisar sua diversidade e semelhanca, neste estudo foram
utilizados os primers microssatélites ISSR sendo eles selecionados através de uma triagem com 32
primers, duas amostras de DNA e um controle negativo a fim de detectar quais primers iriam detectar
mais marcas polimorficas. Apés tal processo seis primers foram escolhidos para o presente estudo,
sendo eles os primers ISSR 5, ISSR 3, LOL 1, UBC 818, UBC 842, ISSR 17, ISSR 19, ISSR 20.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas no termociclador gradiente Eppendorf com as
configuracdes para o programa ISSR: Ciclo de desnaturacéo inicial a 94 °C por 5 minutos, seguido de
40 ciclos de amplificac@o de 94° por 30 segundos (desnaturagéo), 52 °C por 40 segundos (anelamento),
72 °C por 1 minuto (extensédo), e apos tais repeticdes, 72 °C por 5 minutos e posteriormente se mantém
a 25°C.

O material genético foi corado com 3uL de corante ‘blue juice’ 6X (0,4 ml TAE 10X, 0,5 M; 0,2 ml
SDS 10%; 0,2 ml de azul de bromofenol; 7,0 ml de glicerol; 1,7 ml de 4gua estéril) e aproximadamente
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6 uL de amostra foram aplicadas juntamente com o marcador Ladder de 100 pares de bases, na etapa
de eletroforese a qual foi realizada através do gel de poliacrilamida a 7% e tampéao TAE 10X, a 220
volts por 2 horas e 30 minutos. Posteriormente submetido ao brometo de etidio durante 30 minutos a
fim de submeter a amostra ao aparelho de foto imagem (Bio Rad) que permitiu a analise e visualizacédo
de suas bandas de DNA.

A analise genética foi realizada através do indice Aritmético de Jaccard.
O indice é definido pela formula: Cij =1 — % +b+c

No qual a =1 - 1: ndmero de coincidéncia do tipo 1 e 1; b = 1 - 0: nimero de discordancia do tipo 1
e 0; ¢ =0 - 1: numero de discordancia do tipo 0 e “1”. Sendo; 1 presenga de banda e 0 a auséncia de
banda.

Apés a tabulacdo dos dados os procedimentos foram analisados no programa Genes com a
complementacgdo do Método de Otimizag&do de Tocher o qual avalia a média de dissimilaridade entre
os individuos e também com a utilizacdo dos Métodos Hierarquicos que agrupam os gendtipos em
grupos a fim de gerar um dendograma com ramificagbes que associam suas similaridades genéticas
com ajuda do método de agrupamento UPGMA. (Cruz; 2016)

Resultados

Foram testados oito primers em 15 acessos de gengibre (Quadro 1), apresentando amplificacdes
para estes acessos um total de 94 bandas polimorficas. Os primers ISSR 5, ISSR 3 e LOL 1, analisados
segundo Métais et al (2000) e utilizados por Neto et al (2011), Le Clerc et al (2014), Eschenbrenner et
al (2019), Silva (2022) enquanto UBC 818 e UBC 842 estéo presente no trabalho de Santos et al (2013),
ja 0 ISSR 17, ISSR 19 e ISSR 20 séo encontrados na literatura nos trabalhos de Khadke et al (2015),
El Kharrassi et al (2017) e Farooq et al (2014) respectivamente.

Quadro 1 - Sequéncia dos primers e nimero de marcas polimérficas utilizadas na caracterizacéo da
diversidade genética de gengibre.

Primers Sequéncia Bandas polimorficas
ISSR 5 VHVCTCTCTCTCTCTCTCT 8

ISSR 3 ACTGACTGACTGACTG 11
LOL1 CTCTCTCTCTCTCTCTAC 11

UBC 818 CACACACACACACACAG 10

UBC 842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 15

ISSR 17 CTCTCTCTCTCTCTCTTG 6

ISSR 19 TCCTCCTCCTCCTCCAG 13

ISSR 20 AGCAGCAGCAGCCT 13

Fonte: os autores, 2023.

Dos oito primers utilizados para as andlises moleculares, vemos que o UBC 842, 0 ISSR 19 e 0
ISSR 20 foram os que apresentaram 0s maiores nimeros de bandas polimorficas (Tabela 1). A partir
das 94 bandas polimérficas geradas pelos oito marcadores, conseguimos acessar a matriz de
dissimilaridade das distancias genéticas estimadas para os acessos, bem como o nimero de grupos
formados, o dendrograma das distancias (Figura 1), a confiabilidade dos ramos do dendrograma (Figura
1) e o valor de correlagao cofenético da matriz de distancia com a do dendrograma.

XXVII Encontro Latino Americano de Iniciagédo Cientifica, XXIII Encontro Latino Americano de Pés-Graduagdo e 3
Xl Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2023

DOI: https://dx.doi.org/10.18066/inic1027.23



XXVil«"inic XXIlI«"IEpPg XVII-'IInchr III.'IEnexun Xlllﬂlnlld

Encol »‘mel\tdrw tro Latino Americano Ei | ol LalwnoA nericano Encot ﬂr'\ dllC‘ Enco
Graduagao Ga e

A eradigital e suas implicacdes sociais:
Izlc;I IC Desafios e contribuicoes

Figura 1. Dendrograma formulado a partir do indice de Jaccard

Método de agrupamento: Ligagio Média Entre Grupo(UPGMA)
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Fonte: Proprios autores (2023)

Através do método de Tocher foram formados cinco grupos sendo o primeiro composto pelos
individuos 5, 9, 6, 7, 4, 8, 3 e 2; 0 segundo por 11, 12, 13; o terceiro por 14,15; o quarto grupo contendo
apenas o individuo 1 e o quinto possuindo apenas o individuo 10. Pode-se observar no dendograma
que o individuo 15 foi o portador de maior dissimilaridade enquanto 5 e 9 foram os que mais se
assemelharam.

A esquerda do dendograma estéo representados os 15 gendétipos de gengibre, enquanto na linha
abaixo h4 a distancia em porcentagem que foi definida pelo método de Tocher, enquanto as bifurcacées
possuem a porcentagem de confiabilidade das dissimilaridade produzidas através do método de
Bootstrap. O valor da correlagcdo cofenética a qual possui um valor total de 80,3%, que pode ser
considerado bom, visto que quanto mais préximo de 100% melhor é o resultado segundo Rohlf (2001).

Os genotipos mais préximos geneticamente foram os representados por 5 e 9 do grupo 1 que se
encontram aproximadamente na bifurcagédo mais curta, sendo seguidos pelos individuos 6, 7, 8 os quais
sd0o consequentemente 0s mais proOXimos geneticamente, enquanto o segundo grupo, com O0s
componentes 11,12 e 13 e o terceiro grupo com 14 e 15 se encontraram em uma bifurcagdo muito
maior e mais proxima da distancia maxima da figura 1, ultrapassando a medida de 90% de distancia.

Discusséo

Dos primers testados, temos 0 ISSR 5, ISSR 3 e LOL 1 utilizados por Métais et al (2000), Neto et
al (2011), Le Clerc et al (2014), Eschenbrenner et al (2019), Silva (2022) para as espécies de feijao
(Phaseolus vulgaris L), cerefélio (Chaerophyllum bulbosum), orvalhinha (Drosera rotundifolia) e feijao-
caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), também mostraram grande niumero de bandas polimorficas. Ja os
primers UBC 818 e UBC 842 foram trabalhados por Santos et al (2013) para amendoim (Arachis
hypogaea L.) Khadke (2015), El Kharrassi (2017) e Farooq (2014) trabalharam com os primers ISSR
17, ISSR 19 e ISSR 20 respectivamente para as espécies betel (Piper betle L.), opuncia (Opuntia spp.)
e hipericdo (Hypericum perforatum L.).

A formacao de 94 marcas polimérficas foi obtida utilizando oito primers do tipo ISSR confirmando
seu alto potencial polimérfico que em comparagéo ao RAPD e ao SSR € o mais eficaz para cultivares
de gengibre segundo Ismail et al (2016) com base na analise de trabalhos anteriores. Tais fatores de
dissimilaridade séo utilizados para o selecionamento de plantas com melhor potencial genético para
programas de melhoramento genético visto que tal analise é mais consistente visto que aquele que
sofre menor alteracdo ambiental € o complemento genético da herdabilidade de um carater fendtipo.
(Ismail et al 2019).

A distancia de dissimilaridade dos gendtipos comegou a ocorrer principalmente apés 50% de
distancia conforme apresentado na figura 1, valor semelhante ao encontrado por Pandotra et al (2013)
para gengibre. A topologia do dendrograma do nosso trabalho difere dos encontrados em outras
culturas, como feijdo, nos trabalhos de La Rosa et al (2021) e Cabral et al (2011). Uma provavel
explicacdo é de que o gengibre possui uma base genética menos estreita do que outras espécies
cultivadas, o que é refletido na topologia do dendrograma e na porcentagem do inicio das bifurcacées.
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Quanto mais divergentes os individuos sao geneticamente uns dos outros, melhor eles podem ser
usados para cruzamentos formando hibridos, e quanto mais préximos, que é o caso dos individuos 5 e
9, em um cruzamento favorecera a endogamia (SILVA; 2022).

A diversidade genética entre os individuos é de extrema importancia para que seja possivel analisar
0s genotipos existentes e buscar sua preservacao visto que tal material pode ser perdido através de
barreiras geograficas ou temporarias e é importante citar que para promover maiores informacdes a
respeito da diversidade dos individuos estudos faz se necessario o uso de mais primers a fim de
encontrar um maior nimero de marcas (CABRAL; 2011).

Conclusao

Pode-se concluir que os individuos 5 e 9 sdo os que mais se assemelham entre os demais individuos
e oindividuo 15 aquele que possui maior diferenca genética.O primer UBC 842, foi 0 que gerou maiores
numeros de marcas polimérficas dentre os primers utilizados. Estudar a diversidade genética é
fundamental para além de aprendizagem, proporcionar beneficios e ganhos genéticos para programas
de melhoramento.
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