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Resumo

O presente estudo analisou a diversidade genética de 15 genoétipos de gengibre encontrados em
propriedades rurais do Espirito Santo através de marcadores moleculares RAPD e ISSR. A extragcdo
das amostras foi realizada através do protocolo Doyle e Doyle, posteriormente submetidas a PCR e
eletroforese. Foram utilizados 28 primers sendo oito primers ISSR e vinte RAPD. Os dados analisados
destacaram melhores resultados para o ISSR 11 que obteve 39 marcas polimérficas e uma proximidade
genética entre os individuos 1 e 2, enquanto o individuo 12 foi o portador de maior diferenca entre os
cultivares.

Palavras-chave: Genética. Marcadores Moleculares. Gengibre. Biologia Molecular.
Area do Conhecimento: Ciéncias Bioldgicas - Genética

Introducéo

Dada a grande exportacdo de gengibre no Espirito Santo, visou-se identificar 15 gendtipos de
gengibre (Zingiber Officinale Roscoe) de agricultores no municipio de Santa Leopoldina. Destaca-se
gue a cultura é amplamente relevante pois o estado é o maior produtor nacional, com 1.279
estabelecimentos rurais e maior destague quando comparada a producdes de cebola e batata-inglesa.
Os registros de producgéo se iniciaram em 2011 com aproximadamente 8,0 mil toneladas e atualmente
com os registros de 2022 a producgdo esta em aproximadamente 59,5 mil toneladas (Padovan et al;
2024).

Apesar de seu destaque comercial no Espirito Santo o Registro Nacional de Cultivares (RNC) do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), ainda ndo possuia nenhum registro do
gengibre (Zingiber Officinale Roscoe) até o ano 2024, quando ocorreu o registro de cultivar para tal
espécie. Tal registro s6 ocorreu devido ao conjunto de projetos que buscaram caracterizar tal cultivar,
através de suas caracteristicas genotipicas e fenotipicas. Tais ferramentas de caracterizacdo visam
identificar a diversidade genética, auxiliando em projetos para melhoramento genético, bancos de
germoplasma, indices de produtividade e também para a verificacdo da resisténcia a patdgenos
(Cardoso et al.; 2021). Uma dessas ferramentas sao os marcadores moleculares do tipo ISSR e RAPD.

Marcadores moleculares sdo amplamente presentes em programas de melhoramento genético
para a caracterizacdo de diferentes espécies, sua funcionalidade € a identificagdo de sequéncias de
DNA (Chen et al., 2017). Os marcadores moleculares do tipo ISSR (Inter Single Sequence Repeats),
permitem uma maior reprodutibilidade de suas aplica¢des, possuem entre 15 a 25 pares de bases (Felix
et al., 2020). Enquanto os marcadores moleculares do tipo RAPD sdo marcadores menos especificos
em relacdo aos ISSR, possuem em torno de 10 a 15 pares de bases (Younis et al., 2020). A analise
por ISSR e RAPD com o gengibre também esta presente na pesquisa de Ismail et al., (2019), George,
Raghav e George (2022) e Vidya et al., (2021).

Metodologia

Dos 15 acessos de gengibre utilizados separou-se sua humeracdo de acordo com o local de origem
no municipio de Santa Leopoldina, o nimero um veio da fazenda 1, o dois foi obtido na fazenda 2, os
acessos de trés a sete foram provenientes da fazenda 3, os acessos de 9 a 14 foram obtidos na fazenda
4 e 0 acesso numero 15 foi obtido em mercado local na cidade de Alegre.
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O procedimento foi feito no laboratério de genética e biologia molecular do IFES Campus de Alegre
segundo o protocolo “mini-prep” de Doyle e Doyle (1990) com altera¢des propostas por Berilli et al
(2013), aproximadamente 200 mg de folhas de gengibre foram macerados com nitrogénio liquido e
transferidos para tubos de eppendorf, tal processo foi repetido com todas as 15 amostras. Apds a
maceragao o 800ul do tampao de extragdo para DNA ja aquecido foi adicionado contendo 1% CTAB,
1,4M NacCl, 20 mM EDTA, 100mM Tris-HCI (Ph 8,0), 1% PVP e 0,1% 2-mercaptoethanol, invertendo-
os manualmente por 5 minutos até obtengdo de homogeneidade, os tubos foram incubados em banho
maria 65°C por 30 a 40 minutos através de flutuadores, com agitacdo manual suave em um de intervalo
de 10 minutos. Em seguida as amostras foram submetidas a centrifuga¢do durante 14000 RPM por 5
minutos. O sobrenadante foi transferido para novos tubos de eppendorf e cloroférmio: alcool isoamilico
(24:1) foi adicionado na mesma quantidade de volume. As amostras foram centrifugadas novamente a
14000 RPM por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e transferido para novos tubos de eppendorf
e o isopropanol gelado a 70% foi adicionado, com suave inversdo e submissdo a “overnight” na
geladeira (4°C). Foi realizada centrifugacéo a 14000 RPM por 10 minutos, obtendo-se um “pellet”, que
foi lavado duas vezes, na primeira lavagem com 300ul de etanol 70%, no segundo momento a lavagem
foi realizada com 300yl de etanol 95%, o “pellet” foi ressuspenso em 200yl de solugédo Tris-EDTA (10
mM Tris-HCI, 1/mM EDTA, pH 8,0) e submetido a incubagédo em banho maria com RNAse 40 yg/ml a
37°C por 30 minutos. As concentracdes de DNA foram quantificadas através de gel poliacrilamida a
10% e padronizadas na concentragdo de 10ng.plL.

As reacBes de amplificacéo foram feitas através da PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase) com
volume final de 15 pl contendo 1,5 yL de Tampéo 10X (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8,4, 1% de
Triton X-100), 0,6 pyL de 25 mM MgCI2 , 4,8 pyL de 0,2 mM dNTPs, 0,3 pL de 0,5 mM de primer RAPD
ou ISSR e 0,2uL de Taq DNA polimerase a 5U/uL e 3uL de DNA gendmico a 10 ng/UL, completando
o volume final com agua ultrapura, que neste caso foi 4,6uL. Um controle negativo com auséncia de
DNA e adi¢édo de agua no volume que seria destinado ao DNA foi adicionado a rea¢do de PCR para
verificar a auséncia de contaminacao nos produtos (Green e Sambrook; 2018).

O ndmero de polimorfismo foi determinado através das andlises de amplificacdo dos primers
analisar sua diversidade e semelhanca, neste estudo foram utilizados primers ISSR e RAPD
selecionados através de uma triagem. Apés tal processo os primers selecionados foram ISSR 5, ISSR
3,LOL 1, UBC 818, UBC 842, ISSR 17, ISSR 19, ISSR 20 obtidos através de estudos de Zietkiewicz
et al., (1994) com sugestdes de Berilli et al. (2013), enquanto RAPD 16, RAPD 17, RAPD 18, RAPD
19, RAPD 20, RAPD 21, RAPD 22, RAPD 23, RAPD 24, RAPD 25, RAPD 26, RAPD 27, RAPD 28 e
RAPD 29 foram obtidos através dos estudos de Williams et al., (1990) e Tardin et al., (2007).

As reacgfes de amplificagcéo foram realizadas no aparelho de termociclador segundo Akgali (2020)
com algumas modificacdes, as configuracdes para o programa ISSR foram: Desnaturagédo a 94 °C
por 5 minutos, 40 ciclos de amplificacdo de 94° por 30 segundos (desnaturacdo), 52 °C por 40
segundos (anelamento) no ISSR e 38°C por 40 segundos no RAPD, 72 °C por 1 minuto (extensdo),
72 °C por 5 minutos e temperatura de estabilizacdo a 25°C.

A eletroforese ocorreu a 220 volts por 2 horas e 30 minutos. A codificacdo das amostras foi
realizada de duas formas, a primeira forma foi via brometo de etidio, e a segunda forma foi via
revelagdo por nitrato de prata sendo fotografadas através do fotodocumentador.

A analise genética foi realizada através do Complemento Aritmético de Jaccard:

Cij=1-ala+b+ ¢

No qual a =1 - 1: niumero 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. Os dados foram tabelados através do programa excel e analisados no programa Genes no qual
foi realizado o Método de Otimizacdo de Tocher, indice de Correlagdo Cofenética e o método de
agrupamento UPGMA (Cruz; 2016).

Resultados

Foram testados 28 primers em 15 acessos de gengibre, os quais apresentaram um valor total de
345 marcas polimorficas e auséncia de marcas monomorficas sendo oito ISSR e vinte RAPD

Através do método de Tocher foram formados oito grupos representados pela linha vertical na marca
de distancia de aproximadamente 58%, o primeiro composto pelo individuo 1 e 2; o segundo por 3 e 4;

XXVIII Encontro Latino Americano de Iniciagdo Cientifica, XXIV Encontro Latino Americano de Pés-Graduagéo e
XIV Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2024 P



Oviine XiVegpa  XVIINEs:  Wenean

bkt Enconyo Lsino Amaricena iao. [ gana g
8 i Gt i st Do el Gl Jrice 6 Exiansio Ut

o terceiro por 4 e 6; 0 quarto grupo com 7 e 9; o quinto com 8 e 10; o0 sexto com 11 e 13; 0 sétimo 12 e
14 e o oitavo possuindo apenas o individuo 15 (Bispo; 2020).

Figura 1. Dendrograma utilizando o método de agrupamento UPGMA
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Fonte: NUNES; N.A. (2024)

Na reta vertical & esquerda do dendrograma estdo representados os 15 genétipos de gengibre, na
linha horizontal abaixo do grafico encontra-se a distancia em porcentagem definida pelo método de
Tocher, as dissimilaridades foram organizadas segundo o método hierarquico UPGMA o qual realiza a
organizacdo das caracteristicas através da unido de suas segmentag¢des, logo quanto mais préxima a
linha de um individuo se encontra nas bifurcacdes mais préximo geneticamente ele € em relacdo ao
outro. (Silva et al; 2021)

O valor da Correlagdo Cofenética a qual possui um valor total de aproximadamente 80,23%, que
pode ser considerado bom, visto que quanto mais proximo de 100% melhor é o resultado segundo (Mir
et al; 2021).

Discussao

Dos 28 primers utilizados para as analises moleculares, observou-se que o ISSR 11 obteve maior
namero de marcas polimérficas totalizando em 39 marcas, enquanto o ISSR 22 e o RAPD 18 obtiveram
menor nimero de marcas totalizando em apenas 5 o menor nimero identificado entre os primers
utilizados. A partir dos dados obtidos foi realizada a anélise dos dados segundo o método de Tocher e
0 método de agrupamento de ligagcdo média (UPGMA) apresentado em forma de dendrograma na
Figura 1 (Oliveira et al; 2023).

A partir do dendrograma é possivel observar que os individuos 1 e 2, ambos do mesmo grupo, sao
0S mais proximos geneticamente, ambos foram obtidos em fazendas diferentes entre si e em relagédo
aos demais, seguidos deles a similaridade genética encontra os individuos 3, 4, 6, 7, 8 e 5 ambos
obtidos na fazenda 3, enquanto os proximos sdo os acessos 9, 10, 11 e 14 pertencentes a mesma
fazenda seguidos do individuo 15 obtido em mercado local e os acessos 13 e 12 encontrados na
fazenda 4. O individuo 12 proveniente da fazenda 4 foi 0 acesso com maior nimero de diversidade e
diferenca em relagéo aos outros acessos do dendrograma. (Khan et al; 2021)

A formacgéo de 345 marcas polimdrficas com o uso de primers RAPD e ISSR sdo essenciais para a
caracterizacdo da diversidade genética do gengibre, servindo de potencial para a realizacdo de
melhoramento genético e da importancia de sua preservagdo com destaque aos bancos de
germoplasma essenciais em um mundo onde a erosdo genética se encontra cada vez mais
agravante. (Ismail et al., 2019). Silva (2022) afirma que a alta divergéncia genética, demonstrada pelas
distancias no gréafico, garante um maior potencial de sucesso para a produgédo de hibridos.

Conclusao

XXVIII Encontro Latino Americano de Iniciagdo Cientifica, XXIV Encontro Latino Americano de Pés-Graduagéo e
XIV Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2024

YIiVviND

Encontm o iclagio
aDockrcla

Educag&o: ferramenta essencial para um mundo justo, sustentdvel e incluso

P



byt Enconto Latng Americena 0 Gt TEorme Lisna ATicang Enconim e Iniciagia
o8 e i e B bl bl i Exianise Ui Docércla

Educag&o: ferramenta essencial para um mundo justo, sustentdvel e incluso

Pode-se concluir que os individuos 1 e 2 sdo 0s mais proximos geneticamente, enquanto o individuo
12 é o portador de maior dissimilaridade. O primer de melhor desempenho foi o primer ISSR 11 com
39 marcas polimérficas. Também observamos que os primers RAPD obtiveram um melhor desempenho
em relacdo aos primers ISSR. O estudo tem sua importancia no potencial de classificar a diversidade
genética dos acessos a fim de incentivar sua conservacgao e realizar o registro das cultivares.
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