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RESUMO

CARDOSO, Elisa dos Santos. M.Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso,
Janeiro de 2018. Caracterizacdo molecular, efeito alelopatico, citotoxico e
utilizacdo de Zingiber officinale Roscoe. Orientadora: Ana Aparecida Bandini
Rossi.

O Zingiber officinale Roscoe, Zingiberaceae, conhecido popularmente como
gengibre, é utilizado mundialmente como condimento e fitoterapico e,
atualmente, tem sido utilizado em pesquisas para desenvolvimento de
medicamentos para tratamento de céncer. Este estudo teve como objetivo
realizar a caracterizagcdo molecular de 19 individuos de Z. officinale coletados
em Alta Floresta, MT, avaliar o efeito alelopatico e citotoxico da espécie e realizar
um levantamento do conhecimento e usos de Z. officinale pelos moradores do
municipio de Alta Floresta, Mato Grosso, Brasil. Para avaliagdo da diversidade
genética foram utilizados 9 primers ISSR que amplificaram 78 fragmentos,
revelando 85,08% de polimorfismo. Os valores de dissimilaridade genética
variaram entre 0,3208 e 0,8056. Os agrupamentos pelo método UPGMA e pela
analise bayesiana foram concordantes e dividiram os individuos em dois grupos
distintos. Os indices de diversidade de Nei (He) e de Shannon (I) demonstraram
a existéncia de variabilidade genética dentro dos grupos e a AMOVA indicou que
a maior diversidade genética esta presente dentro dos grupos (53,06%). O
estudo de alelopatia utilizou a Lactuca sativa L. como organismo teste e foi
realizado com extratos aquosos do tipo infuso e decocto, com cinco
concentracfes distintas, e um controle negativo. Os extratos avaliados nao
interferiram significativamente sobre o percentual de germinacgdo, contudo
afetaram negativamente o vigor da semente, sendo que o decocto teve um efeito
mais acentuado. As avaliagcbes de citotoxicidade e genotoxicidade foram
realizadas a partir do teste Allium cepa L., considerando o comprimento das
raizes, o indice mitético e a frequéncia de aberra¢cdes cromossémicas. Foram
utilizados extratos aquoso (infuso e decocto) e hidroalcodlico, em cinco
concentracOes diferentes, um controle negativo (agua destilada) e um controle
positivo (glifosato 1%). Todos os extratos testados afetaram o ciclo celular de A.
cepa, promovendo reducdo no comprimento das raizes e no indice mitotico. Os

resultados diferiram entre os extratos e entre as concentracdes de um mesmo

XVi



extrato, sendo o extrato hidroalcodlico o que apresentou maior potencial
antiproliferativo. N&o foram observadas aberracdbes cromossdmicas
significativas. O levantamento do uso de Z. officinale como fitoterapico foi obtido
por meio de entrevistas estruturadas e semiestruturadas realizadas com 51
familias do municipio de Alta Floresta, MT, quando foram registradas
informacdes socioecondmicas e o conhecimento relacionado a espécie. Todos
os representantes das familias entrevistadas declararam conhecer e utilizar o Z.
officinale, embora apenas 39,11% o possuam plantado em sua propriedade.
Foram descritas 19 formas de utilizacdo de Z. officinale, sendo o tratamento de
gripe, infecgdo de garganta e a utilizagdo como tempero as formas com maior
indice de concordancia (CUPc = 53%, 51%, 43%, respectivamente) entre 0s
entrevistados. Os resultados desse estudo indicam que a espécie Z. officinale é
promissora para pesquisas voltadas a producdo de medicamentos utilizados na
prevencdo e tratamento de tumores, possui potencial para producédo de
bioherbicidas e biofertilizantes e a diversidade genética pode ser utilizada na

composicdo de uma colecéo ativa de germoplasma.

Palavras-chave: Fitoterapia, gengibre, ISSR, diversidade genética,

citogenotoxicidade, conhecimento tradicional.
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ABSTRACT

CARDOSO, Elisa dos Santos. M.Sc. State University of Mato Grosso, January
2018. Molecular characterization, allelopathic and cytotoxic effects, and
use of Zingiber officinale Roscoe. Advisor: Ana Aparecida Bandini Rossi.

Zingiber officinale Roscoe, Zingiberaceae, known colloquially as ginger, is
utilized worldwide as a condiment and in herbal medicine. It has also been the
subject of research for the development of cancer treatment medicines. This
study aimed to perform molecular characterization for 19 individuals of Z.
officinale collected in the municipality of Alta Floresta, Mato Grosso state, Brazil.
Additionally, the study aimed to evaluate the allelopathic and cytotoxic effects of
the species, and to survey local knowledge and uses of Z. officinale amongst
residents of Alta Floresta. To evaluate genetic diversity, 9 ISSR primers were
used to amplify 78 fragments, revealing 85.08% polymorphism. The genetic
dissimilarity values varied between 0.3208 to 0.8056. UPGMA method clusters
and Bayesian analysis both divided the individuals into two distinct groups. The
Nei (He) and Shannon (I) diversity indices demonstrated the existence of genetic
variability within the groups, and the AMOVA indicated that genetic diversity was
highest within the groups (53.06%). The allelopathy study utilized Lactuca sativa
L. as test organism, and was realized using infused and decoct aqueous extracts,
in five different concentrations, with a negative control. The extracts did not
significantly affect germination rates, however they negatively affected seed
vigor, with the decoct extract having the greatest effect. The cytotoxicity and
genotoxicity evaluations were realized using the Allium cepa test, measuring root
lengths, mitotic index and the frequency of chromosomal aberrations. Infused and
decoct aqueous, and hydroalcoholic extracts were used, in five different
concentrations, along with a negative control (distilled water) and a positive
control (1% glyphosate). All extracts tested affected the cell cycle of A. cepa,
causing reduced root lengths and a lower mitotic index. The results varied
between the extracts and between concentrations of the same extract, with the
hydroalcoholic extract presenting the greatest antiproliferative potential. No
significant chromosomal aberrations were observed. The survey on Z. officinale
use was undertaken through structured and semi-structured interviews with 51

families in the municipality of Alta Floresta, Mato Grosso, gathering socio-
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economic information and surveying knowledge relating to the species. All
representatives of the families interviewed declared to know and use Z. officinale,
although just 39.21% cultivated the species themselves. Respondents described
19 different uses of Z. officinale, with treatment of colds and flus (563%), throat
infections (51%), and culinary use (43%) representing the uses encountered with
greatest frequency. The results of this study suggest Z. officinale shows promise
as the subject of medical research into the prevention and treatment of tumours,
in addition to potential in the production of bio-herbicides and fertilizers and
genetic diversity can be used in the composition of an active germplasm
collection.

Keywords: Herbal medicine, ginger, ISSR, genetic diversity, cytogenotoxicity,
traditional knowledge.
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1. INTRODUGCAO GERAL

A espécie Zingiber officinale foi descrita por William Roscoe em 1807
e pertence a familia Zingiberaceae M., que atualmente comporta em torno de 53
géneros e 1587 espécies (ROSCOE, 1807; The Plant List, 2013; MOBOT, 2017).
O género Zingiber B., por sua vez, apresenta aproximadamente 144 espécies
(The Plant List, 2013). Originario do sudeste da Asia e cultivado em regibes
tropicais, o gengibre chegou ao Brasil ainda no século XVI onde hoje é cultivado,
para comeércio nacional e internacional, principalmente nas regides litoraneas do
Parana, Santa Catarina, Espirito Santo e regido sul de Sdo Paulo (PALHARIN et
al., 2008; SOUSA, L.S. et al., 2013; SILVA et al., 2017), enquanto que nas
demais regides a producéo destina-se ao consumo proprio ou comércio local.

Z. officinale & uma monocotileddnea herbacea, com flores
hermafroditas e altas taxas de infertilidade cuja propagacdo € exclusivamente
vegetativa, a partir do rizoma (PALHARIN et al., 2008). A auséncia da
recombinacdo génica no processo de reproducdo assexuada limita a
variabilidade genética, contudo esta é garantida por meio da mutagéo, enquanto
que pressOes seletivas possibilitam a selecdo de genétipos adaptados ao
ambiente em que estéo inseridos, o que pode resultar na origem de variedades
de uma mesma espécie ou até mesmo de uma nova espécie (VEASEY et al.,
2011). O cultivo destas variedades e/ou espécies por pequenos produtores e
mantenedores de quintais urbanos ou rurais possibilitam a conservagcéo de uma
grande diversidade genética (SANTONIERI; BUSTAMANTE, 2016).

A avaliacdo da diversidade genética pode ser realizada por meio de
diferentes métodos, dentre os quais estdo os marcadores moleculares, que nao
sao influenciados pelo ambiente e detectam o polimorfismo a nivel de DNA
(GRIFFITHS et al., 2013). Dentre os marcadores moleculares utilizados esta o
ISSR (Inter Sequence Simple Repeats) que ndo exige conhecimento prévio da
informacdo genética da sequéncias-alvo e apresenta alto grau de
transferibilidade (BARTH et al., 2002).

O numero de pesquisas relacionadas ao patriménio genético da Z.
officinale é escasso, estando estas concentradas em suas propriedades
culinarias e medicinais, tendo em vista a utilizacdo in natura da espécie, como
condimento ou fitoterapico, e a exploracdo por industrias farmacéuticas e de

géneros alimenticios.



A crescente demanda por tratamentos alternativos e uso de
fitoterapicos naturais chama a atencéo para escassez de estudos voltados para
identificacdo de seus compostos bioativos e reflete o gradativo aumento no
namero de pessoas que optam por um estilo de vida mais saudavel, o que
também inclui consumo de alimentos cuja processo produtivo tenha minimizado
ou eliminado a utilizacdo de agroquimicos sintéticos (ALENCAR et al., 2013;
FERNANDES; KARNOPP, 2014). Diante deste cenario, o uso de substancias
naturais para adubacdo e controle de pragas tem sido explorado tanto por
produtores quanto pela comunidade académica (SANTOS et al, 2013).

Os compostos bioativos podem ser utilizados na agricultura por meio
da producdao de fertilizantes, herbicidas e inseticidas naturais ou de técnicas de
cultivo e manejo (BRASILEIRO et al., 2008; PEREIRA; CARDOSO, 2012).
Dentre os compostos produzidos pelos vegetais estdo o0s metabdlitos
secundarios, que apresentam maior interesse para agricultura e diferem entre as
espécies, entre individuos e em relacdo ao 6rgao em que foram sintetizados, e
atuam na interacao das plantas entre si e com o ambiente (DE CONTI; FRANCO,
2011; NASCIMENTO et al, 2012). A liberacdo destes metabdlitos pode ocorrer
por volatizacéo, lixiviacao foliar, exsudacao das raizes, decomposicao da planta,
e ainda por meio de extratos preparados pelos agricultores. Ao serem liberados
no ambiente estes metabodlitos podem causar efeitos positivos ou negativos
sobre outros vegetais, processo este conhecido como alelopatia (FERREIRA;
AQUILA, 2000; CHENG; CHENG, 2015).

Tradicionalmente o gengibre é utilizado no tratamento de problemas
gastrointestinais e circulatérios, resfriados, reumatismo e artrite, entre outros,
todavia estudos recentes avaliam o potencial de seus compostos bioativos para
producdo de medicamentos contra dores musculoesqueléticas, diabetes e
cancer (KARNA et al., 2012; LIMA et al., 2014; FUZER et al., 2017; SILVA et al.,
2017), bem como exploram seu potencial radioprotetor, antioxidante e
antimicrobiano (ALl et al., 2008; BALIGA et al., 2012; SOUSA et al., 2013).

Usualmente, o consumo de fitoterapicos segue a sabedoria popular,
utilizando receitas e metodologias que sdo passadas de geracao para geracao.
Todavia, as plantas produzem uma diversidade de substancias quimicas que
atuam na sua protecdo, mas que podem interferir no metabolismo humano

(CAMPOS et al., 2016). Dessa forma, para que esses medicamentos sejam



utilizados corretamente e com seguranca, faz-se necesséria a avaliacdo do seu
potencial citotdxico e de como a posologia e preparo inadequado podem interferir
no teor dos compostos bioativos extraidos e, consequentemente, em sua
eficacia como fitoterapico.

Existem diferentes testes que podem indicar o potencial citotoxico de
uma planta, dentre os quais, esta o teste Allium cepa L., uma forma simples e
eficaz de identificar como a metodologia de preparo e a concentragcao de extratos
de plantas medicinais podem produzir resultados adversos como inibir ou
estimular o processo de divisdo celular e alteracdes genéticas (SILVA et a.,
2015). O teste A. cepa é validado pelo International Programme on Chemical
Safety (IPCS, OMS) e pelo United Nations Environment Programme (UNEP) e
0s resultados por ele obtidos séo indicativos de resultados semelhantes em
humanos ou outros animais (CABRERA; RODRIGUES,1999; BAGATINI et al.,
2007).

A identificacdo do potencial citotéxico de uma planta medicinal &
essencial para orientacao quanto a forma correta de consumo, mas também para
pesquisas destinada a producédo de medicamentos que, por exemplo, combatam
o cancer (MORAES et al., 2011).

Os recursos vegetais sao explorados para fins medicinais ha milhares
de anos, sendo que os conhecimentos produzidos ao longo desse tempo, em
sua maioria, foram transmitidos oralmente, no ndcleo familiar e/ou comunitario
(LEITE et al., 2015). O registro cientifico desse conhecimento é essencial para a
preservacao do conhecimento tradicional e também como fonte de informacao
para estudos que visem o registro e notificacdo de produtos fitoterapicos.

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi realizar a
caracterizagdo molecular de individuos de Z. officinale coletados em Alta
Floresta, Mato Grosso, contribuindo para pesquisas e projetos voltados para
conservacdo e melhoramento genético da espécie, avaliar o efeito alelopatico e
citotoxico de Z. officinale, apontando seu potencial para producdo de
medicamentos, bioherbicidas e biofertilizantes, e realizar um levantamento, em
Alta Floresta, MT, quanto a utilizacdo da espécie como fitoterapico e aos
conhecimentos tradicionais a ela relacionados.

A presente dissertacdo esta organizada em quatro capitulos:



O primeiro capitulo aborda a diversidade genética de individuos de Z.
officinale cultivados em quintais urbanos e rurais de Alta Floresta, Mato Grosso.

O segundo capitulo discute o potencial alelopatico de extratos
aguosos de Z. officinale sobre a germinacao e desenvolvimento de plantulas de
Lactuca sativa.

O terceiro capitulo explora a toxicidade de extratos aquosos e
hidroalcodlico de Z. officinale sobre o ciclo celular de A. cepa e o0 seu potencial
para prevencao e tratamento de cancer e outras doencas.

O quarto capitulo discorre sobre o conhecimento e a utilizacdo de Z.
officinale por moradores de Alta Floresta, MT, e a importancia do conhecimento

tradicional.
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3. CAPITULOS

3.1. DIVERSIDADE GENETICA DE Zingiber officinale ROSCOE
CULTIVADO EM QUINTAIS URBANOS E RURAIS DE ALTA
FLORESTA/MT



Resumo — (Diversidade genética de Zingiber officinale Roscoe cultivados em
quintais urbanos e rurais de Alta Floresta/MT). O gengibre (Zingiber officinale
Roscoe) é autoincompativel e possui alta taxas de infertilidade, de modo que sua
diversidade genética € oriunda apenas dos processos de mutacdo e selegédo
natural. A importancia do gengibre como condimento e fitoterapico, implica na
necessidade de conhecer a sua diversidade, contribuindo tanto para sua
conservagao quanto para utilizacdo em programas de melhoramento. Sendo
assim, este estudo objetivou avaliar, por meio de marcadores moleculares ISSR
(Inter Simple Sequence Repeats) a diversidade genética entre 19 individuos de
gengibre coletados em Alta Floresta, Mato Grosso. Para extragdo do DNA total,
utilizou-se o protocolo CTAB e as amplificacdes foram feitas via PCR utilizando
9 primers ISSR. O método de agrupamento UPGMA e a analise bayesiana
definiram 2 grupos distintos. Os 9 primers ISSR utilizados amplificaram um total
de 78 fragmentos, revelando 85,08% de polimorfismo. O PIC variou entre 0,10 e
0,52, com média de 0,38, sendo classificados como medianos na deteccdo de
polimorfismo. Os individuos mais dissimilares foram 0 6 e 0 12, enquanto que 0s
menos dissimilares foram 0 6 e 0 4. Os indices de diversidade de Nei (He) e de
Shannon () demonstraram a existéncia de variabilidade genética dentro dos
grupos e a AMOVA indicou que a diversidade genética foi maior dentro dos
grupos (53,06%) do que entre eles (46,94%). A auséncia de duplicatas entre os
individuos analisados indica que estes podem ser utilizados para formacao de
colecdes de germoplasma que tenham por objetivo a manutencao da diversidade
e 0 melhoramento genético da espécie.

Palavras-chave: Caracterizacdo molecular, ISSR, propagacéo vegetativa

Abstract — (Genetic diversity of Zingiber officinale Roscoe cultivated in urban
and rural yards in Alta Floresta, Mato Grosso, Brazil). Ginger (Zingiber officinale
Roscoe) is self-incompatible and possesses high infertility rates, such that
genetic diversity is derived only from mutation processes and natural selection.
Given the importance of ginger in herbal medicine and as a condiment, it is
necessary to map its diversity for the purposes of conservation and breeding
programs. To that end, this study aims to evaluate the genetic diversity of 19
ginger plants collected in Alta Floresta, Mato Grosso using ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats) molecular markers. The CTAB protocol was used to extract
DNA, and amplifications were made via PCR using 9 ISSR primers. The UPGMA
clustering method and Bayesian analysis defined 2 distinct groups. The 9 ISSR
primers amplified 78 fragments, revealing 85.08% polymorphism. The PIC varied
from 0.10 to 0.52, (mean = 0.38), classified as medium in detection of
polymorphism. The most dissimilar individuals were nr. 6 and nr. 12, while the
least dissimilar individuals were nr. 6 and nr. 4. The diversity indices of Nei (He)
and Shannon (I) demonstrated the existence of genetic variability within the
groups and the AMOVA indicated that genetic diversity was greater within the
groups (53.06%) than between the groups (46.94%). The absence of duplicates
between analyzed individuals indicate they could be used in the formation of an
active collections of germplasm with the objective of diversity maintenance and
genetic improvement of the species.

Keywords: Molecular characterization, ISSR, vegetative propagation.



Introducéo

O Zingiber officinale Roscoe, popularmente conhecido como
gengibre, apresenta propriedades culinarias e medicinais, sendo que no Brasil &
cultivado comercialmente apenas nos estados de Sdo Paulo, Espirito Santo,
Parana e Santa Catarina (PALHARIN et al., 2008; SOUSA et al., 2013; SILVA et
al., 2017).

As principais variedades de Z. officinale cultivadas no Brasil séo a
havaiana, jamaicana, takahashi, IAC, gigante chinesa e gigante japonesa, sendo
as duas Ultimas as mais comuns em plantios destinados a exportacédo (ELPO,
2008). Todavia, a variedade cultivada para consumo proprio, em quintais
urbanos ou rurais, ou para comércio local, é geralmente desconhecida, sendo
denominada apenas de gengibre.

A ampla utilizagcdo de Z. officinale como condimento, a crescente
utilizacao como fitoterapico tradicional e a exploracéo pela indastria farmacéutica
incentivam os estudos relacionados a espécie. Todavia, estes estudos
concentram-se nas propriedades culinarias e medicinais, havendo poucas
informacdes relacionadas ao patrimdnio genético da espécie, sua caracterizacao
e variabilidade.

O Z. officinale surgiu na Asia e foi distribuido para véarios paises por
meio da propagac¢do vegetativa, uma vez que a espécie ndo produz sementes
(MAGALHAES et al., 1997; ADANIYA; SHODA, 1998a). E uma planta herbacea,
perene, com flores zigomorfas e monoclinas. A espécie é diploide (2n = 2x = 22),
classificada como autoincompativel, com altas taxas de infertilidade e
propagacdo exclusivamente vegetativa, de modo que a sua variabilidade
genética seja oriunda, especialmente, dos processos de mutacdo aleatoria e
selecdo natural (ADANIYA; SHODA, 1998a; RAVINDRAN; NIRMAL BABU,
2005; ZAMBRANO-BLANCO et al, 2016). A esterilidade do Z. officinale pode
estar relacionada a irregularidades meioticas, a fertilidade e a germinagao do
grdo de pdlen sobre o estigma, sendo esta influenciada pelas condigbes
ambientais (RAMACHANDRAN,1969, 1982; ADANIYA; SHODA, 1998a;
ADANIYA; SHODA, 1998b).

Espécies que se reproduzem assexuadamente, como o Z. officinale,

tendem a manter a constituicdo genética ao longo das geragdes (XAVIER et al.,
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2013), contudo, ao serem cultivadas em diferentes regides possibilitam a sele¢éo
de gendtipos distintos, adaptados as condi¢bes ambientais locais e originados a
partir de mutacdes naturais ocorridas ao longo da sua historia evolutiva. Dessa
forma, o cultivo destas espécies em pequena escala e em pequenas
propriedades caracteriza-se como um sistema de conservacdo on farm! da
diversidade, além de, através das técnicas de manejo e uso, contribuir para
diversificacao dos recursos genéticos (SANTONIERI; BUSTAMANTE, 2016).

A caracterizacdo e avaliacdo do material genético de Z. officinale
cultivado em quintais urbanos ou rurais, possibilita a identificacdo e selecao de
gendtipos que possam compor as cole¢cbes de germoplasma, garantindo a
conservacdo da diversidade da espécie e, a partir da identificacdo de
caracteristicas Uteis ao homem, a exploracdo em programas de melhoramento
genético.

A caracterizacdo e avaliacdo da diversidade genética € comumente
realizada por meio de marcadores morfolégicos, fisiologicos e moleculares. Os
diferentes tipos de marcadores moleculares, enzimaticos ou baseados em
acidos nucleicos, distinguem-se, especialmente, pela tecnologia utilizada, pelo
poder de resolucéo e aplicabilidade. A caracterizagdo molecular, baseada em
acidos nucleicos é uma ferramenta rapida e eficaz, ndo é influenciada pelo
ambiente e identifica o polimorfismo diretamente no nivel do DNA. (BERED et
al., 1997; ZAMBRANO-BLANCO et al, 2016).

Estudos sobre a diversidade genética de Z. officinale ja foram
realizados com a utilizacdo de marcadores dominantes como RAPD (Random
Amplified Polymorphism DNA), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), indicando que, mesmo
sendo uma espécie de propagacao vegetativa, apresenta variabilidade genética
tanto intra quanto interpopulacional (NAYAK et al., 2005; PANDOTRA et al.,
2013a; PANDOTRA et al., 2013b; GHOSH et al.; 2015; ZAMBRANO-BLANCO
et al, 2016; ISMAIL et al., 2016).

1 E uma estratégia complementar & conservagao in situ. Envolve recursos genéticos cultivados
pelas comunidades locais e populagfes indigenas, detentoras tanto de grande diversidade de
recursos genéticos quanto de amplo conhecimento sobre os mesmos, promovendo a selecao e
0 melhoramento de espécies nativas e exdticas (COSTA et al., 2012).
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Diante do exposto, este estudo objetivou analisar a diversidade
genética entre individuos de Z. officinale cultivados em quintais urbanos e rurais
do municipio de Alta Floresta, Mato Grosso, Brasil, por meio de marcadores

moleculares ISSR.
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Material e Métodos

Area de Estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Genética Vegetal e Biologia
Molecular, do CETAM (Centro de Tecnologia da Amazbnia Meridional) na
Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus Universitario de Alta Floresta,
MT.

O material vegetal foliar foi coletado no municipio de Alta Floresta,
localizado no norte do Estado de Mato Grosso (Figura 1).
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Figura 1. Localizacdo geogréfica da area dos pontos de coleta dos individuos de

Zingiber officinale, no municipio de Alta Floresta/MT.

O material foi coletado em quintais urbanos e rurais, onde 0 mesmo é

cultivado para consumo proprio, sendo amostrados 19 individuos.
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O clima de Alta Floresta é classificado como do tipo Am (tropical
Uumido ou subumido), com temperatura média superior & 24 °C e precipitacdo de
2800 a 3100 mm (ALVARES et al., 2013).

Coleta do Material Vegetal

Para coleta do material vegetal foram selecionadas,
preferencialmente, folhas jovens sem sinais de danos ou doencas. O material
foliar coletado foi acondicionado em envelope de papel aluminio, identificado,
armazenado em gelo e transportado para o Laboratério de Genética Vegetal e
Biologia Molecular do Campus da UNEMAT em Alta Floresta.

O material vegetal foi lavado em agua corrente, seco com auxilio de
papel toalha e armazenado a -20 °C até o uso.

Os quintais, urbanos ou rurais, em que foram coletados os individuos
de Z. officinale, foram georreferenciados com auxilio de GPS (Global System

Position).

Extracdo e Quantificacdo de DNA

A extracdo do DNA total seguiu o protocolo de CTAB (Cationic
Hexadecyltrimethyl Ammonium Bromide) descrito por Doyle e Doyle (1987), com
algumas modificacbes como acréscimo de 2% de polivinilpirrolidona (PVP) e
aumento de 2 para 5% e de 0,2 para 2% nas concentragbes de CTAB e [3-
mercaptoetanol, respectivamente, no tampé&o de extracao.

Aproximadamente 100 mg de material vegetal foliar foram triturados,
em almofariz e pistilo de porcelana, na presenca de nitrogénio liquido. O material
triturado foi transferido para microtubos de 2 mL onde foram adicionados 800 uL
de tampéo de extracdo CTAB (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1,4 M cloreto de sodio;
20 mM EDTA; 5% CTAB; 2% polivinilpirrolidona (PVP) e 2% B-mercaptoetanol).
Apés adicdo do CTAB, o material foi homogeneizado em agitador vortex Kasvi e
incubado, em banho-maria, por 30 minutos a 65 °C, sendo realizada inversao
manual apos 15 minutos.

Ap0s o periodo de incubacéo os tubos foram centrifugados por 10 min
a 12.000 rpm em microcentrifuga Novatecnica (NT 800), promovendo a
separacdo do material em duas fases, sendo o sobrenadante (fase aquosa)
transferido para microtubo de 1,5 mL onde foram adicionados 700 puL de CIA

(cloroférmio: alcool isoamilico 24:1 (v/v)). A mistura foi homogeneizada em vortex
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e centrifugada por 10 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para
um novo microtubo de 1,5 mL e precipitado em 500uL de alcool isopropilico
gelado (-20°C) por aproximadamente 2h30min a -20°C.

ApoOs este periodo, o material foi centrifugado a 12.000 rpm por 10
minutos e o pellet (precipitado) foi lavado duas vezes com alcool etilico a 70%
(v/v) e uma vez com alcool etilico a 95% (v/v). A cada lavagem, o material era
novamente centrifugado por 3 minutos a 12.000 rpm. Posteriormente o material
foi seco em temperatura ambiente e o pellet ressuspendido em 40 yL de TE 0,1
mM (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA, pH 8,0) com 0,12 uL RNAse na concentragao
de 10 mg/mL e a solucao foi incubada em banho-maria a 35°C por 30 minutos.
Posteriormente, os microtubos foram armazenados em geladeira (4°C) por 24 h
e depois em freezer (-20°C).

A integridade do DNA total extraido foi verificada por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1%, preparado em tampao TBE 1X (diluido a
partir da solucdo TBE 10X contendo: agua destilada e autoclavada, 7,449 de
EDTA, 55,029 de Acido Bérico e 107,819 de Tris e em um volume total de 1000
mL) e corado com brometo de etidio (10 mg mL™1).

A avaliacdo da eletroforese foi realizada em transiluminador com luz
UVB (Loccus Biotecnologia® — LTB-STi) e o registro fotogréfico realizado e
editado por meio de fotodocumentador L-Pix STi (Loccus Biotecnologia®) e
software L-Pix STi Image, respectivamente.

A pureza e a quantidade do DNA total foram determinadas por
densidade éptica em espectrofotdmetro Thermo Scientific (NanoDrop® 2000). A
quantificacado foi realizada no Laboratério de Microbiologia, Biologia Molecular e
Fitoquimica da Embrapa Agrossilvipastoril de Sinop, Mato Grosso, Brasil. O DNA
extraido foi diluido a concentracdo de, aproximadamente, 5 ng upL? e
armazenado a -20 °C para posterior amplificagéo.

Reacgdes de amplificagdo do DNA e eletroforese

Para amplificacdo do DNA foram testados 40 primers do tipo ISSR
(Inter Sequence Simple Repeats), desenvolvidos pela University of British
Columbia (UBC), Vancouver, Canada. Apés testes de amplificacdo, foram
selecionados nove (9) primers que resultaram em maior polimorfismo e nimero

de bandas para caracterizacdo molecular dos 19 individuos (Tabela 1).
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Tabela 1. Relacédo dos primers ISSR utilizados na caracterizacdo molecular dos

19 individuos de Zingiber officinale.

Nome do Primer Sequéncia (5’ - 3’) TA (°C)
UBC 808 — Di(AG)s3’'C AGAGAGAGAGAGAGAGC 52
UBC 809 — Di(AG)s3'G AGAGAGAGAGAGAGAGG 52
UBC 818 — Di(CA)s3'C CACACACACACACACAG 52
UBC 826 — Di(AC)s3'G ACACACACACACACACC 52
UBC 828 — Di(TG)s3’A TGTGTGTGTGTGTGTGA 50
UBC 829 — Di(TG)s3'C TGTGTGTGTGTGTGTGC 52
UBC 834 — Di(AG)s3'YT AGAGAGAGAGAGAGAGYT* 52

UBC 835 — Di(AG)s3’YC AGAGAGAGAGAGAGAGYC* 52
UBC 840 — Di(GA)s3'YT GAGAGAGAGAGAGAGAYT* 50

*Y =CouT; TA = Temperatura de Anelamento

As reacoes de amplificacdo via reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) foram realizadas em um volume final 13,5 uL, contendo1,5 uL de tampao
10x (1M KCI; 1M Tris pH 8.3; 10% Tween 20), 1,5 yL de MgCl2 (25 mM), 1,5 uL
de primer (0,2 mM), 1,5 yL de dNTP (1 mM de cada dNTP), 0,5 uL de DNA
(primer 809) ou 1,0 yL de DNA (primers 828 e 835) ou 2,0 yL de DNA (primers
808, 818, 829, 834 e 840) ou 3,0 yL de DNA (primer 826), 0,12 pyL de Taq
polimerase (5U pL?t) e H20 Mili-Q. As reagdes foram conduzidas em
termociclador Eppendorf utilizando o programa proposto por Rocha et al. (2017),
com as seguintes condicbes de amplificacdo: 94 °C por quatro minutos
(desnaturacéo inicial), seguido de 35 ciclos de 94 °C por um minuto, temperatura
de anelamento especifica para cada primer por um minuto e 72 °C por trés
minutos, e finalizando com uma extensao final de 72 °C por sete minutos.

Os produtos das amplificagGes foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, com tampéo TBE 1X, sob voltagem constante de 80V
em sistema de eletroforese horizontal LCH 20x25 (Loccus Biotecnologia®). Para
auxiliar a andlise dos fragmentos amplificados (bandas), utilizou-se o marcador
100 pb DNA Ladder Kappa. Posteriormente os géis foram corados com brometo
de etidio (0,6 pug mL?), por 20 minutos. Em seguida, os géis foram visualizados,
fotografados e editados em transiluminador com luz UVB LTB-20x20 STi,
fotodocumentador e software L-Pix STi, respectivamente (Loccus

Biotecnologia®).
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Analise Estatistica
Analise dos fragmentos amplificados

A matriz de presenca (1) e auséncia (0) de bandas (fragmentos
amplificados) foi obtida a partir de avaliacdo visual das bandas mais definidas
para cada primer, nos 19 individuos estudados. Os marcadores ISSR séo de
carater dominante, portanto assume-se que cada banda representa o fenotipo
em um loco bi-alélico (WILLIAMS et al., 1990).

Diversidade Genética e Estrutura Populacional
A partir da matriz binaria de presenca e auséncia, e por meio da
férmula 1, obteve-se o percentual de polimorfismo obtido com cada primer

utilizado:

b
P=%x100 (1)

Onde, P representa o percentual de polimorfismo do primer, nbp, 0
namero de bandas polimorficas e ntb, o niumero total de bandas.
O conteddo de informacdo polimorfica (PIC) de cada primer foi

calculado conforme proposto por Rezende et al (2009) (férmula 2):
Plcprimer =1- Zi-Zj Pijz (2

[ l) “* kil

Onde, onde Pi é a frequéncia do alelo “p” no loco “pi” e Pij é a
frequéncia do alelo p, do loco i, no primer j.

A matriz de dissimilaridade genética entre cada par de individuos foi
calculada por meio do coeficiente de Jaccard (3), que compara o numero de
presencas de bandas comuns e o numero total de bandas envolvidas, excluindo
o numero de auséncias conjuntas (MEYER, 2004):

Dj =1 — §j 3)

onde
d

%7 T¥btc
em que ‘a’ corresponde ao numero de casos em que ocorre a
presenga da banda em ambos os individuos; ‘b’, ao numero de casos em que
ocorre a presenca da banda somente no individuo i e ‘c’, ao nimero de casos
em que ocorre a presenca da banda somente no individuo j.
A andlise de agrupamento através dos métodos hierarquicos UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Average), Ward e SL (Sinle Linkage ou Nearest
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Neighbor) foi realizada a partir da matriz de dissimilaridade e a escolha do
método com maior consisténcia de agrupamento, foi baseada no coeficiente de
correlacéo cofenética (CCC). As analises foram realizadas utilizando o programa
GENES (CRUZ, 2013).

O programa Structure (PRITCHARD et al. 2000), baseado em analise
bayesiana, foi utilizado para inferir a estrutura da populacéo, indicando grupos
genéticos distintos (K) e atribuindo individuos a estes grupos. Foram realizadas
20 corridas para cada valor de K (K = 4), 200.000 interac¢des iniciais (burn-ins) e
500.000 simulagbes de Monte Carlo via Cadeias de Markov (MCMC). Para
definicdo do K mais provavel em relacdo aos propostos foram utilizados os
critérios descritos por Pritchard e Wen (2004) e Evano et al. (2005).

As relacdes genéticas entre todos os individuos avaliados foram
visualizadas através da Andlise de Coordenadas Principais (PCoA), obtida por
distancia genética, usando o programa GenAlEx (PEAKALL; SMOUSE, 2006,
2012).

Para caracterizacdo da variabilidade genética entre os dois grupos
constituidos pela analise bayesiana foi calculada a diversidade genética de Nei
(He) (NEI, 1978), o indice de diversidade de Shannon (I) (LEWONTIN,1972) e o
percentual de locos polimorficos (%P) a partir da andlise da matriz binaria de
presenca e auséncia, utilizando o programa POPGENE 1.32 (YEH et al., 2000).
A diversidade genética entre e dentro dos grupos foi demonstrada a partir da
AMOVA (Analise de Variancia Molecular), de acordo com EXCOFFIER et al.
(1992) e com auxilio do programa ARLEQUIN 3.01 (EXCOFFIER et al., 2007).
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Resultados e Discussao

Os nove (9) primers ISSR utilizados amplificaram 78 fragmentos, dos
quais 88,46% eram polimorficos. O numero de fragmentos amplificados variou
entre 3 (UBC 834) e 18 (UBC 835), com média de 8,67 por primer (Tabela 2).

O percentual de polimorfismo encontrado neste estudo (88,46%)
confirma a variabilidade genética entre os individuos estudados. Resultado
semelhante foi obtido por Pandotra et al. (2015), ao analisar a eficiéncia de
marcadores moleculares na caracterizacdo de germoplasma de Z. officinale,
quando 7 primers ISSR resultaram em 86,61% de polimorfismo. Prem et al.
(2008), por sua vez, ao utilizarem 13 marcadores ISSR para comparar genotipos
exoticos de gengibre, obtiveram apenas 35,14% de polimorfismo.

O contetdo de informacao polimoérfica de cada primer variou entre
0,10 (UBC 834) e 0,52 (UBC 809) (Tabela 2). Valores de PIC entre 0,25 e 0,50
sao classificados como medianos (BOTSTEIN et al.,1980). Neste estudo, o PIC
meédio foi de 0,38 indicando que os primers foram moderadamente eficientes na
deteccdo de polimorfismo da espécie. Marcadores moleculares de carater
dominante, como RAPD e ISSR, tém sido empregados na caracterizacao
molecular de Z. officinale apresentando PIC moderadamente ou muito
informativos (ZAMBRANO-BLANCO, 2015).

Tabela 2. Primers ISSR utilizados, nimero total de bandas amplificadas (NTB),
namero de bandas polimérficas (NBP), porcentagem de polimorfismo (% P) e

conteudo de informacéo polimorfica (PIC).

Primer NTB NBP %P PIC
UBC 808 9 8 88,89 0,48
UBC 809 7 7 100,00 0,52
UBC 818 7 6 85,71 0,33
UBC 826 5 4 80,00 0,49
UBC 828 14 13 92,86 0,44
UBC 829 8 8 100,00 0,49
UBC 834 3 2 66,67 0,10
UBC 835 18 17 94,44 0,41
UBC 840 7 4 57,14 0,13

Total 78 69 88,46 -

Média 8,67 7,67 85,08 0,38

Os valores de dissimilaridade genética, estimados a partir do coeficiente
de Jaccard, variaram entre 0,3208 e 0,8056 (Tabela 3).
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Tabela 3. Matriz de dissimilaridade genética entre 19 individuos de Zingiber officinale calculada com base no complemento do

coeficiente de Jaccard, utilizando 78 fragmentos ISSR.

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
0 0,4444 0,4444 0,4167 0,5227 0,5370 0,5682 0,6731 0,6047 0,6923 0,6154 0,7586 0,6600 0,6667 0,7046 0,6429 0,6364 0,6585 0,5854 01
0 0,4255 0,4615 0,4667 0,4909 0,5745 0,5686 0,6087 0,6415 0,5660 0,6452 0,6346 0,6383 0,6667 0,6364 0,6939 0,7174 0,5909 02
0 0,3674 0,4318 0,5179 0,5435 0,5686 0,5778 0,6667 0,5926 0,6552 0,5800 0,5116 0,6279 0,6000 0,5778 0,5952 0,5581 03
0 0,4694 0,3208 0,5400 0,6140 0,6539 0,6552 0,5862 0,7188 0,6491 0,6793 0,6531 0,6735 0,6793 0,5909 0,5833 04
0 0,4400 0,4878 0,5833 0,6889 0,6863 0,6604 0,7333 0,6250 0,6279 0,7273 0,6591 0,6591 0,7143 0,6744 05
0 0,4167 0,5357 0,7414 0,5790 0,5593 0,8056 0,6441 0,6964 0,7407 0,6800 0,6964 0,6667 0,6604 06
0 0,5333 0,6744 0,6170 0,6471 0,7407 0,6667 0,5385 0,7442 0,6191 0,6429 0,6579 0,6585 07
0 0,4634 0,3864 0,4694 0,5385 0,5106 0,5349 0,5610 0,4878 0,6304 0,5500 0,6136 08
0 0,5238 0,4286 0,4167 0,5122 0,4571 0,5278 0,5676 0,5790 0,5588 0,5556 09
0 0,3913 0,6207 0,3954 0,5238 0,5714 0,4474 0,5909 0,5385 0,5000 10
0 0,4828 0,4130 0,5000 0,4146 0,4211 0,5652 0,5476 0,4762 11
0 0,5000 0,5417 0,5217 0,6087 0,5833 0,4500 0,5714 12
0 0,3947 0,3714 0,4737 0,5122 0,5263 0,4872 13
0 0,5429 0,4286 0,4571 0,6000 0,5946 14
0 0,4546 0,6316 0,5000 0,4375 15
0 0,4571 0,4688 0,4688 16
0 0,5000 0,5556 17
0 0,3214 18
0 19
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As menores dissimilaridades encontradas neste estudo ocorreram
entre os individuos 04 e 06 (0,3209), bem como entre 0 18 e o0 19 (0,3214),
engquanto 06 e 12 foram os mais dissimilares (0,8056) (Tabela 3). Os resultados
de dissimilaridade encontrados permitem inferir que existe uma consideravel
diversidade genética entre os individuos de Z. officinale avaliados neste estudo.

Entre os métodos de agrupamento testados (Tabela 4), foi escolhido
o UPGMA por apresentar maior coeficiente de correlacdo cofenética (CCC),
apresentando, portanto, maior consisténcia no padréo de agrupamentos (CRUZ;
CARNEIRO, 2003). Valores de CCC superiores a 0,7 sao classificados como
satisfatorios (ROHLF, 1970) e indicam um bom ajuste entre a matriz de
dissimilaridade (componente de Jaccard) e a matriz cofenética.

Os resultados deste estudo sdo concordantes com os realizados por
Tiago et al. (2016) e Rocha et al. (2017) que, utilizando marcadores ISSR para
estimar a diversidade genética de Manihot esculenta C. e Hymenaea courbaril
L., respectivamente, obtiveram CCC maiores para o método UPGMA (0,84 e
0,75) do que para os métodos SL (0,82 e 0,72) e WARD (0,51 e 0,50). O método
UPGMA frequentemente obtém os maiores valores de CCC e,
consequentemente, menos valores de distor¢do, uma vez que, de acordo com
Cruz e Carneiro (2003), eles séo inversamente proporcionais, ou seja, quanto

maior o CCC, menor a distor¢ao.

Tabela 4. Coeficiente de Correlagdo Cofenética (CCC), estresse e distor¢cdo dos
Métodos Ward, Vizinho mais Préximo (SL) e UPGMA.

WARD SL UPGMA
CCC 0,7945** 0,8105** 0,8290**
Estresse (%) - 21,063 9,495
Distorcéo (%) - 34,04 0,90

**Significativo ao nivel de 1% pelo teste t.

Os métodos UPGMA e SL apresentaram valores proximos de CCC,
todavia, os valores de estresse confirmam a eficiéncia do método UPGMA, tendo
em vista que valores de estresse = 20 sao considerados ruins, enquanto valores
< 10 séo considerados bons em determinar a precisédo do ajuste do dendrograma
(KRUSKAL, 1964).

O dendrograma gerado pelo método de agrupamento UPGMA e o

ponto de corte (0,55 — 85,40%) estabelecimento pelo procedimento de Mojena
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(1977) possibilitou a separacao dos 19 individuos de Z. officinale em dois grupos
principais (Figura 2A). O Grupo | (Gl) é composto pelos individuos 1, 2, 3, 4, 5,
6 e 7, representando 36,8% dos 19 avaliados. Neste grupo estdo os genotipos
de maior similaridade (4 e 6). O Grupo Il (G2) € composto por 12 genotipos
(63,2%). A presenca de subgrupos em Gl e G2 indica que ha diversidade
genética dentro dos mesmos. A analise bayesiana efetuada pelo programa
Structure corrobora o resultado obtido pelo método UPGMA, formando dois
grupos distintos (k = 2) (Figura 2B).
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Figura 2. (A) Dendrograma de dissimilaridade genética entre os 19 individuos
de Zingiber officinale, obtido pelo método UPGMA e complemento aritmético do
indice de Jaccard como medida de dissimilaridade. (B) Agrupamento dos 19
individuos de Zingiber officinale segundo bases moleculares com nove (9)
primers ISSR utilizando a analise bayesiana. Os individuos estéo representados
por barras verticais com coloracdo de acordo com o grupo ao qual pertencem
(dois grupos, K = 2). (C) Localizacdo geografica dos genétipos de Zingiber
officinale avaliados neste estudo..

Observa-se na figura 2C que a constituicdo dos agrupamentos

formados pelo método UPGMA e pela analise bayesiana ndo estao relacionados
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a distribuicdo geografica dos individuos, o que pode ser atribuido a forma de
propagacdo da espécie. A propagacdo de Z. officinale € realizada
assexuadamente, pelo plantio dos rizomas, o0 que permite a troca de materiais
genéticos entre a populacao que o cultiva. A utilizacao de variedades tradicionais
de propagacdo vegetativa, como é o caso de Z. officinale, por parte de
mantenedores de quintais urbanos e rurais torna esses locais depoésitos de
grande diversidade genética e a troca de rizomas entre eles contribuem para a
conservacdo da mesma. Ao estimar a diversidade genética entre Z. officinale
utilizando marcadores RAPD, Nayak et al. (2005), obtiveram resultados
semelhantes, com a formacdo de grupos ndo diretamente relacionados a
localizac&o geogréfica dos cultivares.

A Anélise de Coordenadas Principais (PCoA) foi concordante com o
método de agrupamento UPGMA e a andlise bayesiana, dispondo os individuos
em dois grupos distintos, sendo que os dois primeiros eixos explicam 33,57% da
variacao total, com a primeira coordenada (Coord.1) e a segunda coordenada
(Coord.2) representando 21,66 e 11,91% da variacdo total, respectivamente
(Figura 3).

Principal Coordinates (PCoA)
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O'l I
(] |
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134114 414 a8 |
16410 |

Coord. 1 (21,66%)

Figura 3. Disperséo grafica a partir da andlise das coordenadas principais dos
19 individuos de Zingiber officinale coletados em quintais urbanos e rurais de
Alta Floresta, MT.

A avaliacdo da diversidade genética entre os grupos formados pela
analise bayesiana (Tabela 5) indica que a porcentagem de polimorfismo variou
de 60,26% para 71,79%. O indice de Shannon (I) foi de 0,32 e 0,33 para Gl e

Gll, respectivamente, indicando que ha variabilidade genética dentro dos grupos,
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uma vez que o | varia entre 0 e 1, sendo que quanto mais préximo de 1, maior a

diversidade.

Tabela 5. Parametros de diversidade genética para os dois grupos (k=2),
conforme determinado por andlise bayesiana para os 19 individuos de Zingiber

officinale.

Parametros Grupo | Grupo Il Total
N 7 12 19
Na 1,60 (0,49) 1,72 (0,45) 1,88 (0,32)
Ne 1,36 (0,37) 1,35 (0,36) 1,44 (0,33)
He 0,21 (0,20) 0,21 (0,19) 0,27 (0,17)
I 0,32 (0,29) 0,33 (0,26) 0,41 (0,23)
%P 60,26 71,79 88,46

N: nimero de individuos; Na: numero de alelos observados; Ne: nimero de alelos efetivos; He:
Diversidade Genética de Nei; I: Indice de Shannon e %P: Percentual de locos polimérficos. ()
Desvio Padréo.

A analise de variancia molecular (AMOVA) entre os dois grupos

indicou que 55,06% da variancia total ocorreu dentro dos grupos (Tabela 6).

Tabela 6. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) dos dois grupos (k=2),
conforme determinado por analise bayesiana para os 19 individuos de Zingiber

officinale, com uso de nove (9) primers ISSR.

Fonte de variacdo GL SQ CVv VT (%) Fst P
Entre grupos 1 42,154 4,18722 44,94 0,44939 <0,000
Dentro dos grupos 17 87,214 5,13025 55,06
Total 18 129,368 9,31748

Componente de Variancia (CV), Variancia Total (VT) e Probabilidades de ter um componente de
variancia maior que os valores observados ao acaso (P).

O valor de diferenciacéo genética dos grupos (Fsr) foi de 0,44939,
com 1023 permutacdes ao acaso, ou seja aproximadamente 45% da variacéo
estd entre os grupos. Valores superiores a 0,25 de Fst indicam elevada
diferenciacdo (WRIGHT, 1978) o que, neste estudo, pode estar relacionado tanto
ao processo de propagacgao vegetativa quanto a base genética desta populacao
gue pode ser oriunda de diferentes regides. Esses resultados assemelham-se
aos encontrados por Zambrano-Blanco et al. (2016) ao avaliar a diversidade
entre acessos de Z. officinale oriundos de trés regides brasileiras e por KAVITHA

et al. (2010) ao avaliar a variabilidade genética entre acessos da mesma espécie
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e de mais trés espécies do género Zingiber coletados no sul da india, quando a

maior diversidade ocorreu entre 0s acessos e ndo entre as regides de origem.
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Conclusdes

Os primers ISSR foram eficientes na deteccdo de polimorfismo,
revelando que ha diversidade genética entre os individuos de Zingiber officinale.

Os métodos de agrupamento utilizados (UPGMA e anélise bayesiana)
revelaram a formacdo de dois grupos distintos, demonstrando que ha
diversidade genética entre os individuos analisados.

A maior parte da diversidade genética esta dentro dos grupos e nao
entre eles e a distancia genética nao foi diretamente influenciada pela distancia
geografica, o que pode ser reflexo da troca de rizomas de Zingiber officinale entre
0s mantenedores de quintais urbanos e rurais.

A ndo ocorréncia de duplicidade indica que os individuos estudados
podem ser utilizados para formacg&o de uma colecao ativa de germoplasma que
vise a manutencdo da diversidade e o melhoramento genético da espécie,

priorizando os individuos, mas dissimilares (06 e 12).
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3.2. GERMINACAO E DESENVOLVIMENTO DE PLANTULAS DE Lactuca
sativa L. EM DIFERENTES EXTRATOS DE Zingiber officinale Roscoe?

2 Artigo pulicado na “Enciclopédia Biosfera”, v.14, n.25, 2017. DOI: 10.18677/EnciBio_2017A58.
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Resumo — (Germinacéao e desenvolvimento de plantulas de Lactuca sativa L. em
diferentes extratos de Zingiber officinale Roscoe). O gengibre (Zingiber officinale
R.) é utilizado na culinaria e pela medicina tradicional ha milhares de anos.
Muitos compostos quimicos considerados fitoterapicos também podem ser
toxicos em decorréncia do modo de extracao ou das concentracdes utilizadas, o
gue pode ser avaliado por meio de testes com bioindicadores vegetais. Sendo
assim, objetivou-se avaliar a sensibilidade germinativa de sementes e o
desenvolvimento inicial de plantulas da alface quando submetidas a acédo de
extratos aquosos de gengibre e assim verificar seu potencial alelopatico. O
experimento foi realizado em cémara de germinacdo com extratos aquosos
obtidos por infusdo e decoccéo, nas concentragdes 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 mg
mL1, e 4gua destilada (controle), em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), organizado em esquema fatorial 2 x 5 + 1, com 4 repeticbes de 50
sementes cada. Para avaliar a toxidade foram realizados os testes de
Germinacdo (PG), Primeira Contagem (PC), indice de Velocidade de
Germinacéo (IVG), Tempo Médio de Germinacao (TMG), Frequéncia Relativa de
Germinacéo (Fr), Indice de Sincronizacédo (U), Comprimento da Parte Aérea
(CPA) e do Sistema Radicular (CSR) das sementes e plantulas apés sete dias
de germinacdo. Os extratos apresentaram interacao significativa para o IVG e
TMG, com regressao quadratica a medida que as concentra¢cdes aumentaram,
indicando potencial alelopatico por diminuir o vigor das sementes. A distribuicdo
das Fr reforca os resultados do IVG e TMG, evidenciando germinagdo mais lenta
guando submetida ao decocto, que mostrou-se mais eficiente na inibicdo da
germinacao das sementes da alface.

Palavras-chave: alelopatia, fitoterapico, Zingiberaceae.

Abstract — (Estimation of the allelopathic potential of Zingiber officinale R.)
Ginger (Zingiber officinale R.) has been used in culinary and traditional medicine
for thousands years. Many chemical compounds that are considered
phytotherapeutic can be toxic, depending on the extraction method or the
concentrations used, which can be evaluated through tests with vegetable
bioindicators. We aimed to evaluate the germination sensibility of seed lettuce
and initial development of seedlings when submitted to action of aqueous extract
of ginger, and thus to assessed allelopathic potential of extract. The assay was
performed in germination chamber with aqueous extract prepared by infusion and
decoction at concentrations 6.25, 12.5, 25, 50 and 100 mg mL* and distilled
water (control). The experiment was completely randomized, organized in a 2 x
5 + 1 factorial design with four repeats of 50 seeds. To evaluated the toxicity, we
analyzed germination test (PG), first count (PC), germination speed index (IVG),
mean germination time (TMG), relative frequency of germination (F),
synchronization index (U), shoot length (CPA) and root system length (CSR) of
lettuce seeds and seedlings, seven days after the germination. The extracts
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showed significant interaction for IVG and TMG with quadratic regression
according as increased concentrations, indicating allelopathic potential because
of the reduction in seed vigor. The F: distribution reinforces the results of the IVG
and TMG, as well as shows that there was lower germination when the seeds
were submitted to decoction that was more efficient in the inhibition of the
germination of lettuce seeds.

Keywords: Allelopathy, phytotherapeutic, Zingiberaceae.
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Introducéo

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe), planta herbacea originaria do
sudeste da Asia, hoje uma espécie pantropical, chegou ao Brasil ainda no século
XVI, sendo atualmente cultivado principalmente nas regifes litoraneas do
Parana, Santa Catarina, Espirito Santo e regi&o sul de S&o Paulo. E utilizado na
culinaria e na medicina popular, sendo que algumas de suas propriedades
fitoterapicas ja foram comprovadas cientificamente (SOUSA et al., 2013).

Usualmente, os fitoterapicos tradicionais sdo preparados a partir do
rizoma da planta e empregados no tratamento de problemas gastrointestinais
(USHA & KRISHNAPURA, 2010), agindo também como anti-inflamatorio,
diurético, expectorante e atuando na diminuicdo e controle de glicemia e
colesterol (PALATTY et al., 2013). No Brasil, o conhecimento relacionado ao uso
de plantas para o tratamento, prevencdo de enfermidades e o seu modo de
preparo é transmitido ao longo das geracfes, sendo esta a principal forma de
uso, mesmo com a crescente producéo industrial de medicamentos e produtos
fitoterapicos (OSHIRO et al., 2016).

As propriedades farmacéuticas, agronémicas e alimentares estao
relacionadas com o0s metabdlitos secundarios, compostos de estruturas
complexas e diversas, produzidas pelas plantas em pequena escala, que atuam
na interacdo entre organismos e na adequacéo destes com o meio (PEREIRA &
CARDOSO, 2012). A influéncia que estes e outros compostos exercem sobre
outras plantas, seja benéfica ou prejudicial, € conhecida como alelopatia e tem
sido utilizada como alternativa ao uso de agroquimicos. Por ser uma espécie
medicinal, o gengibre ja teve diversos metabdlitos secundarios identificados e
empregados como fitoterapicos, como é o caso dos compostos fendlicos e sua
atividade antimicrobiana (ANDRADE et al., 2012; DE GRANDIS et al., 2015).

Os metabolitos secundarios podem apresentar potencial tanto
fitoterapico quanto fitotoxico, o que pode ser acentuado pela concentracao e
maneira de preparo. A estimativa desse potencial pode ser realizada através de
testes com espécies vegetais bioindicadoras, que sdo mais sensiveis a acao de
metabdlitos e que tém sido amplamente utilizadas em atividades laboratoriais,
com baixo custo e alta eficiéncia, dentre as quais esta a alface (KLEIN et al.,
2014; ZORTEA et al., 2015; MASUM et al., 2016), cujas sementes necessitam
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de curto periodo de tempo para sua germinacédo e desenvolvimento (FERREIRA
& AQUILA, 2000) e sofrem rapidas mudancas fisiologicas durante o processo
germinativo, o que as tornam mais sensiveis as condicdes ambientais (SOUZA
et al., 2005).

O estudo do potencial alelopatico permite conhecer as relagbes
quimicas e biolégicas interespecificas de espécies vegetais, contribuindo para
aplicacdo de técnicas que possam, dentre outros fatores, ser utilizadas em
substituicdo ao uso de agroquimicos e na implantacédo de consorcio de culturas
(MALHEIROS et al., 2014).

O gengibre é uma planta comumente cultivada por agricultores
familiares e mantenedores de quintais agroflorestais, tanto por suas
propriedades culinarias quanto medicinais, de modo que estudos acerca de seu
potencial alelopatico podem contribuir para que tanto estes produtores quanto
aqueles que se dedicam a agricultura organica, possam utilizar, em pequena
escala, seus extratos em substituicdo ao uso de agroquimicos, contribuindo para
com o aspecto financeiro e ambiental.

Diante do exposto e em decorréncia da ampla e diversificada
utilizacdo do gengibre, objetivou-se com este estudo avaliar o seu potencial

alelopatico sobre as sementes e desenvolvimento inicial de plantulas da alface.
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Material e Métodos

O estudo foi realizado no Laboratério de Genética Vegetal e Biologia
Molecular e no Laboratorio de Tecnologia de Sementes e Matologia, do CETAM
(Centro de Tecnologia da Amazonia Meridional) na Universidade do Estado de
Mato Grosso, Campus Universitario de Alta Floresta, MT. Os materiais vegetais
utilizados foram rizomas de gengibre obtidos no comercio local, sendo
preparados os dois tipos de extratos comumente utilizados pela medicina
tradicional: o infuso e o decocto.

Para obtencg&o dos extratos, foram utilizadas 20g in natura do rizoma
de gengibre e 200 mL de agua destilada, sendo que este representa o T5 (100
mg mL™) e, a partir da diluicdo do mesmo, foram obtidos os tratamentos T1, T2,
T3 e T4 (6,25, 12,5, 25 e 50 mg mL%, respectivamente). O tratamento controle,
com agua destilada, representou o TO. Para o extrato aquoso por infuséo, a
agua foi aquecida até o ponto de fervura (100 °C) e vertida sobre as fracfes do
rizoma. O recipiente foi tampado e deixado em repouso por 10 minutos.
Posteriormente, foi filtrado e reservado. O extrato aquoso por decoccéo foi
obtido pela fervura das fracbes de gengibre, juntamente com a agua, por 5
minutos. Em seguida, o extrato ficou em repouso e, apos esfriar, foi filtrado e
reservado.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) e os biotestes foram organizados em um esquema fatorial 2 x
5 + 1, sendo 2 tipos de extrato (infuso e decocto), cinco concentracdes e um
tratamento controle (agua destilada), com 4 repeticBes cada.

Para os biotestes foram utilizadas 50 sementes de L. sativa, variedade
Grandes Lagos Americana, por repeticdo. As sementes foram distribuidas em
caixas gerbox transparente (11 x 11 x 3,5 cm) previamente higienizadas e
forradas com seis camadas de papel filtro autoclavado, umedecidos com 10 mL
do extrato. Posteriormente, as caixas gerbox foram acondicionadas em sacos
plasticos para impedir a evaporagdo dos extratos e, assim, garantir a
manutencado da umidade. O experimento foi mantido em camara de germinacgéo
do tipo B.O.D. (Demanda Bioquimica de Oxigénio), com temperatura e
luminosidades controladas (25 + 2 °C e fotoperiodo de 12h - luz), por sete dias.
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Por meio de contagem diaria das sementes germinadas, obteve-se o
indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) (MAGUIRE, 1962), sendo
considerada germinada a semente que apresentou, no minimo, 1,5 mm de
radicula, ou seja, 50% do tamanho da semente (FERREIRA & AQUILA, 2000).
Os testes de Primeira Contagem (PC) e de Percentagem de Germinagéo (PG)
foram realizados no 4° e 7° dias, respectivamente, de acordo com as Regras
para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

De acordo com Labouriau (1983), foram avaliadas as variaveis:

Tempo Médio de Germinacao (TMG), com a férmula:

k k
TMG = Zniti/z:ni
i=1 i=1

onde, ni representa o nimero de sementes que germinaram no tempo
ti (n°® do dia em que foi realizada a contagem) e k, o ultimo tempo (dia) de
germinagdo das sementes; Frequéncia Relativa (Fr), obtida por F, = ni/Y¥ , n;;
indice de Sincronizagdo de Germinagao (U), por meio de U= — Y* . E. log, E,.

O desenvolvimento das plantulas foi avaliado no 7° dia por meio da
mensuracdo, com auxilio de paquimetro digital de precisdo Mitutoyo, em
milimetros (mm), do comprimento da parte aérea (CPA) e do sistema radicular
(CSR) de 10 plantulas por repeticéo, selecionadas aleatoriamente.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), as
médias dos extratos foram comparadas por meio do teste de Tukey a 5% e para
as concentracbes dos extratos foram ajustadas regressfes polinomiais com
auxilio do programa SISVAR, versao 5.6 (FERREIRA, 2011).
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Resultados e Discussao

Por meio da analise de Variancia (ANOVA), com o teste F, detectou-
se que as variaveis: Primeira Contagem, Percentagem de Germinacao, Indice
de Sincronizacdo, Comprimento da Parte Aérea e Comprimento do Sistema
Radicular, ndo foram afetadas significativamente pelos extratos testados,
enquanto as variaveis: indice de Velocidade de Germinagdo e Tempo Médio de
Germinacgéo apresentaram interagao significativa entre os tipos de extrato e as
concentracOes utilizadas (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Resultado da Andlise de Variancia (ANOVA) para germinacao das
sementes e desenvolvimento inicial de plantulas da alface sob efeito de

diferentes concentracdes de extratos aquosos de gengibre.

Fonte de PC PG VG TMG U CPA CPR
Variacéo Quadrados Médios

Extratos 1,500 0,143" 4,522° 7,701° 0,483" 0,027" 0,006"
Tratamentos 0,825" 1,629"s 19,723" 26,348" 2,160" 0,948"s 2,234"s
Ext. x Trat. 1,275 1,171 3,179" 4,533° 0,717" 0,871" 0,660"

Média 49,67 99,66 35,43 1,62 0,80 14,95 13,88
CV (%) 0,95 0,77 15,04 13,81 34,67 18,09 21,95

ns,*, **: Nao significativo e significativo a nivel de 5% e 1% de probabilidade, respectivamente,
pelo teste F. PC (Primeira Contagem); PG (Percentagem de Germinac&o); IVG (indice de
Velocidade de Germinagéo); TMG (Tempo Médio de Germinacéo); U(indice de Sincronizac&o);
CPA (Comprimento da Parte Aérea); CPR (Comprimento da Raiz); CV (Coeficiente de Varia¢céo).

Tabela 2. Resultados do Teste de Média do indice de Velocidade de Germinacgéo
(IVG) e Tempo Médio de Germinacgéo (TMG) em sementes da alface submetidas

a diferentes extratos aquosos de gengibre.

Extrato VG T™MG
Infuséo 37,06a 1,53b
Decoccao 33,79b 1,71a
DMS 8,02 0,34

Médias seguidas de mesma letra mindscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p <0,05)

No que se refere ao Indice de Velocidade de Germinagdo e Tempo
Médio de Germinacéo, o infuso e o decocto promoveram respostas semelhantes,
com efeito de regressdo quadratica, apontando que o T5 (100 mg mL™?t) exerce
maior acao inibitoria, observa-se, também, que o efeito do decocto foi mais
acentuado. Segundo Santos et al. (2013), a decoccdo € o método de extracdo

mais eficiente para vegetais duros e de natureza lenhosa, pois 0 material € mais
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fervido junto com a &gua; neste estudo, também foi 0 método mais eficiente para

extracdo dos metabolitos do rizoma do gengibre (Figura 1).

50 25
L ]
®
40 ° R 20
e [ ]
[in]
g 30 o 15 L ] *
= 20 210
y =-0,7200x2 — 0,0274x + 43 742 a y = 0,0386x2 - 0,0403x + 1,2771
10 R?=0,3719 05 R? = 0,8446
0 0.0
0 6,25 125 25 50 100 0 6,25 12,5 25 50 100
A Concentrag@es - Infuso (mg mlL-1) B Concentragdes - Infuso (mg mL-1)
50 3.0
L
40 b 25
30 g 2.0 °
9 . 295
S g 10 ¢
= 1
10 y =-0,1302x2 — 4, 5335x + 46,32 y=0,0271x2 + 0,1344x + 1,1248
R2z=0,895 05 R2=10,9426
0 0.0
0 6,25 12,5 25 50 100 0 6,25 12,5 25 50 100
C Concentragfies - Decocto (mg mL-1) D Concentragdes - Decocto {mg mL")

Figura 1. indice de Velocidade de Germinacédo (IVG) e Tempo Médio de
Germinacdo (TMG) de sementes da alface submetidas a diferentes
concentracOes de extratos aquosos tipo Infuso (A e B) e Decocto (C e D) de

gengibre.

O indice de Velocidade de Germinac&o sofreu efeito inibitorio a partir da
concentragdo 6,25 mg mL* (T1), sendo mais evidentes nas concentracdes 50 e
100 mg mL1, respectivamente. Este resultado assemelha-se aos observados por
Zortéa et al. (2015), em bioensaios realizados, com extratos de folha seca de
alecrim (Rosmarinus officinalis L.) sobre germinacdo de sementes de rlcula
(Eruca sativa L.), por Yamagushi et al. (2011), com extratos aquosos de folha
seca de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill) sobre a germinacdo de tomate
(Solanum esculentum M.), repolho (Brassica oleracea L. cv. capitata) e rucula
(Eruca sativa L.).

Em estudo realizado por Souza et al. (2005), com extratos de capim
cidreira (Cymbopogon citratus (DC) Stapf.) sobre a germinacdo de sementes da
alface e da rdcula, o indice de Velocidade de Germinagdo foi inversamente
proporcional a concentracdo dos extratos. Neste estudo observa-se, um efeito

semelhante, porém em T3 do extrato tipo infuso e T2 do extrato tipo decocto, o
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indice de velocidade de germinacgédo foi estimulado, voltando a ser inibido nos
tratamentos subsequentes (Figura 1A e 1C).

Para o Indice de Velocidade de Germinacdo, observou-se que o extrato
infuso apresentou médias superiores ao decocto nas concentracdes de 25 e 50
mg mL?, confirmando que o decocto foi mais eficiente na extracdo dos
metabdlitos. Quando analisadas as concentragBes dentro de cada extrato,
observa-se que houve diferenca significativa na concentragdo 100 mg mL*
quando comparada as demais do infuso, enquanto que no decocto, houve
diferenca significativa nas concentracdes de 25, 50 e 100 mg mL™! para decocto.

Um dos indicativos do vigor da semente é o indice de Velocidade de
Germinacédo, sendo estes diretamente proporcionais entre si, ou seja, quanto
maior o IVG mais vigorosa € a semente (FERREIRA & BORGUETI, 2004). Os
extratos aquosos de gengibre atuaram na diminuigao do vigor (Figura 1), agindo
assim como aleloquimico, tendo em vista que muitas vezes o efeito alelopético
nao ocorre sobre o total de sementes germinadas, mas sobre a velocidade da
germinacao ou sobre outra variavel analisada (FERREIRA & AQUILA, 2000;
FERREIRA & BORGUETI, 2004; GUSMAN et al., 2011), em decorréncia da
permeabilidade da semente para substancias que podem retardar o processo
germinativo (CARVALHO et al., 2014).

Os resultados obtidos para o indice de Velocidade de Germinac&o foram
corroborados pelo Tempo Médio de Germinac¢ao, onde o tempo necessario para
germinacao foi proporcional ao aumento das concentracdes, sendo que, para
ambos o0s extratos, a concentracdo 100 mg mL* apresenta TMG maior. Para
infuso e decocto houve diminuicdo do TMG para T3 e T2, respectivamente,
retornando a aumentar nos tratamentos subsequentes (Figura 1B e 1D).

O Tempo Meédio de Germinagcdo também apresentou interacdo
significativa entre extratos e tratamentos, onde o extrato decocto apresentou as
maiores médias nas concentracbes de 25 e 50 mg mL?, diferindo-se
significativamente do infuso. Quando foram analisadas as concentracdes dentro
de cada extrato, o infuso apresentou a maior média na concentracdo de 100 mg
mL! e o decocto diferiu estaticamente das demais a partir da concentragéo 25
mg mL* (Tabela 3). O extrato tipo decocto reduziu a velocidade de germinacéo,
aumentando o tempo de germinacgéo, em, aproximadamente 52%, enquanto que

no infuso, o resultado para os mesmos parametros, foi de, aproximadamente
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48%, confirmando assim um efeito alelopatico menos acentuado quando

comparado ao decocto.

Tabela 3. indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) e Tempo Médio de
Germinacdo (TMG) de sementes de L. sativa submetidas a diferentes

concentracfes dos extratos aquosos de gengibre.

Extratos
Concentracao VG ™G
EAI EAD EAI EAD

0 mg mL? 45,507aA 45,507aA 1,195bA 1,195bA
6,25 mg mL™*! 41,083abA 40,890aA 1,350bA 1,228bA
12,5 mg mL? 37,437abA 42,383aA 1,520bA 1,325bA
25 mg mL? 41,070abA 27,318bB 1,370bB 1,950a A
50 mg mL? 33,208bcA 24,738bB 1,605bB 2,152a A
100 mg mL* 24,083cA 21,920bA 2.140aA 2,405a A

CV (%) 15,04 13,81

EAIl (extrato aquoso por infusdo); EAD (extrato aquoso por decocgéo); CV (Coeficiente de
Variacdo); Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna, e mailscula na linha, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Concomitantemente aos testes de germinacdo e visando avaliar
parametros relacionados ao vigor das sementes, foi estimada, além do Tempo
Médio de Germinacao, a Frequéncia Relativa (Fr), que consiste na distribuicdo
da germinacéo no decorrer do periodo de avaliacdo. Por meio das frequéncias €
possivel estabelecer um padrdo de comportamento: se germinam até um valor
maximo, baixam e voltam a aumentar ou se apés atingirem o valor maximo,
declinam. De modo geral, o processo germinativo ndao é perfeitamente
sincronizado, de modo que é possivel, pelo indice de sincronizacao (Tabela 1),
determinar o quanto houve de variacdo da germinacdo ao longo do tempo
(SANTANA & RANAL, 2004).

Pelos poligonos de frequéncia relativa (Figura 2), pode—se observar
comportamento diferente entre extratos e tratamentos testados para o Tempo
Médio de Germinacgéo e total de germinacdo, sendo o processo de germinacao

mais lento quando estas sdo submetidas ao extrato do tipo decocto.
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Figura 2. Distribuicdo da frequéncia relativa de germinacdo de sementes sob
acao de diferentes concentracbes dos extratos aquosos (infuso e decocto) de
gengibre. (C = concentracdo, TMG = tempo médio de germinacdo e %G =

percentual de germinacgao).
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A distribuicdo da frequéncia relativa indica que, mesmo com
porcentagem de germinacdo entre 99 e 100% para todos os extratos e
tratamentos testados, a germinacao foi mais lenta para o extrato tipo decocto,
corroborando os resultados obtidos para o indice de Velocidade de Germinag&o

e 0 Tempo Médio de Germinacao.
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Conclusdes

Os extratos aquosos tipo decocto e infuso do rizoma de gengibre nao
inibiram significativamente o percentual de germinacdo das sementes da alface,
em nenhuma das concentracdes testadas, embora tenham afetado o IVG,
diminuindo o vigor da semente.

O extrato tipo decocto apresentou um efeito alelopatico mais
acentuado, sugerindo que a fervura do rizoma do gengibre favorece a extracao

dos aleloguimicos da espécie.
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3.3. POTENCIAL CITOTOXICO E GENOTOXICO DE EXTRATOS DE
Zingiber officinale ROSCOE SOBRE O CICLO CELULAR DE Allium cepa
L.
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Resumo — (Potencial citotoxico e genotéxico de extratos de Zingiber officinale
Roscoe sobre o ciclo celular de Allium cepa L.). A crescente utilizacdo de
fitoterapicos naturais pela sociedade contemporanea implica na necessidade de
pesquisas relacionadas as suas propriedades. Este estudo objetivou identificar,
por meio do teste Allium cepa L., 0s possiveis efeitos citotoxicos e genotdoxicos
do gengibre (Zingiber officinale Roscoe), utilizado no tratamento e prevencéao de
problemas gastrointestinais, hepaticos, diabetes, colesterol e, recentemente,
considerado como promissor na prevencao e/ou combate ao cancer. Os testes
foram realizados no Laboratorio de Genética Vegetal e Biologia Molecular,
UNEMAT/Alta Floresta, a partir de rizomas coletados em propriedade rural do
municipio. O experimento foi conduzido em DIC (delineamento inteiramente
casualizado) e os bulbos de A. cepa organizados em um esquema fatorial 3x5+2,
considerado trés extratos (aquosos, do tipo infuso e decocto, e hidroalcodlico),
cinco concentragbes e dois controles, sendo a agua destilada utilizada como
controle negativo e o glifosato 1% como controle positivo. A avaliacdo foi
realizada a partir de pardmetros macroscépico (comprimento da raiz) e
microscopicos (indice mitético e alteracdes cromossdmicas). Os resultados
obtidos foram submetidos a andlise de variancia, as médias comparadas pelo
Teste de Tukey (p<0,05) e para o fator concentracéo, foi realizado o ajuste de
regresséo polinomial. A metodologia, o solvente e as concentragdes utilizadas
no preparo dos extratos promoveram diferentes respostas, contudo, todas as
concentracbes e extratos testados apresentaram potencial citotoxico, com
reducdo do comprimento das raizes e do indice mit6tico, mas ndo promoveram
alteracbes cromossbmicas significativas. O potencial antiproliferativo
demonstrado neste estudo aponta o gengibre como uma espécie promissora em
estudos que visem o combate ao cancer.

Palavras-chave: Antiproliferativo, fitoterapia, gengibre.

Abstract — (Cytotoxic and genotoxic potential of Zingiber officinale Roscoe
extracts on the cell cycle of Allium cepa L.). The growing use of herbal medicine
in contemporary society urgently increases the need for studies of the properties
of species used in phytotherapy. This study aims to identify, using the Allium cepa
L. test, the possible cytotoxic and genotoxic effects of ginger (Zingiber officinale
Roscoe), a plant used in herbal medicine in the treatment and prevention of
gastro-intestinal issues, liver disease, diabetes, and cholesterol, and for
prevention of cancers. Tests were performed at the Laboratory for Plant Genetics
and Molecular Biology at the State University of Mato Grosso (UNEMAT) in Alta
Floresta, Brazil. Rhizomes used in tests were collected at a rural property in the
municipality of Alta Floresta. Our experiment used a completely randomized
design (CRD): A. cepa bulbs were arranged using a 3x5+2 factorial design,
examining three extracts (aqueous, infused and decoct, and hydroalcoholic), five
concentrations and two controls (distilled water as negative control, and 1%
glyphosate as positive control). The evaluation was realized using macroscopic
(root length) and microscopic parameters (mitotic index and chromosomal
alterations). The results were submitted to variance analysis, the averages
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compared using the Tukey Test (p<0.05), and concentration factors determined
using polynomial regression. The methodology, the solvent and the
concentrations utilized to prepare the extracts returned different results, however
all concentrations and extracts revealed cytotoxic potential, with reduced root
length and mitotic index, but they did not cause significant chromosomal
alterations. The antiproliferative potential demonstrated in this study suggest
ginger shows promise for further studies into cancer treatment.

Keywords: Antiproliferative, ginger, herbal medicine.
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Introducéo

A capacidade de promover alteracdes metabdlicas celulares bem
como de induzir alteragbes no material genético representam, respectivamente,
0 potencial citotoxico e genotoxico de determinadas substancias, sendo que
estas podem ser de origem natural ou antropogénica.

Substéncias potencialmente toxicas podem estar presentes tanto em
alimentos quanto em fitoterapicos tradicionais e seus efeitos estdo relacionados
a fatores como exposicao (frequéncia, quantidade e tempo) e caracteristicas
especificas da substancia (IPCS — OMS, 2008). A utilizacdo de plantas na
prevencao e tratamento de doencas esta intimamente relacionada a histéria da
civiizacdo humana, com destaque para as civilizacbes Chinesa, Egipcia e
Greco-Romana que utilizavam espécies vegetais na medicina, no controle de
pragas e até mesmo como mecanismo de defesa (VIEGAS JR. et al., 2006;
SALES et al., 2015).

Dentre as diversas plantas utilizadas na fitoterapia tradicional, o
Zingiber officinale R. (gengibre) é um dos mais estudados, com algumas
propriedades ja comprovadas cientificamente (SOUSA et al., 2013).

A parte mais utilizada do Z. officinale é o rizoma, especialmente para
tratamento de problemas gastrointestinais, embora também apresente
caracteristicas terapéuticas como, por exemplo, acdo antiemética,
antimicrobiana,  anti-inflamatoria, antipirética, diurética, antioxidante,
hepatoprotetora, expectorante, antiespasmodica e radioprotetora, além de
contribuir para diminuicdo e controle de glicemia e colesterol (JAGETIA et al.,
2003; USHA e KRISHNAPURA, 2010; BALIGA et al.,2012; PALATTY et al.,
2013; HANIADKA et al., 2013).

Estudos sugerem que o Z. officinale possa agir por desmutagénese e
bioantimutagénese, possuindo uma boa capacidade de prevencéo de danos no
DNA, de modo que possa ser utilizado como um alimento funcional capaz de
prevenir lesées no DNA que podem relacionar-se ao aparecimento do cancer
(SHUKLA; SINGH, 2007; KARNA et al., 2012).

As principais formas de utilizagdo do Z. officinale, assim como das
demais plantas medicinais, seguem as orienta¢des da sabedoria popular, sendo

que o crescente uso de fitoterdpicos tradicionais para tratamento e prevencao de
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doencas implica na necessidade de pesquisas sobre o potencial citotdéxico e
genotoxico dos mesmos, uma vez que estes podem ser influenciados pela
metodologia de preparo e pela concentracao utilizada (BEZERRA et al., 2016).

Existem diversos modelos de testes para avaliacao de citotoxicidade,
dentre os quais a cultura de células, onde se destacam a metodologia de difuséo
em agar e a incorporagdo do corante vermelho neutro (ROGERO et al., 2003;
BEDNARCZUK et al., 2010), o teste do micronudcleo e o teste Allium cepa L.
(STURBELLE et al., 2010).

A utilizacdo do A. cepa como organismo teste foi iniciada por Levan
(LEVAN, 1938) que, apos ter demonstrado que a colchicina poderia causar
alteracdes no fuso mitético de células desta espécie, também demonstrou que
diferentes solucbes de sais organicos induziam o surgimento de aberracfes
cromossbmicas em células meristematicas de raizes (LEVAN, 1945). Desde
entdo, o teste tem sido aprimorado e adequado para avaliacao de citotoxicidade
e genotoxicidade (FISKESJO, 1985; RANK; NIELSEN, 1993; MA et al., 1995;
BABICH et al., 1997).

A eficiéncia do teste A. cepa esta relacionada ao fato de a espécie
possuir cromossomos grandes, o que facilita a avaliagdo microscépica, e em
nimero reduzido (2n = 2x = 16) (FISKESJO, 1985). Outros fatores importantes
sdo a disponibilidade de bulbos a precos acessiveis durante todo o ano, o
crescimento rapido de suas raizes, apresentando grande nimero de células em
divisdo, e a ndo exigéncia de conhecimento especifico para o0 manuseio.

O teste A. cepa € validado pelo International Programme on Chemical
Safety (IPCS, OMS) e pelo United Nations Environment Programme (UNEP)
(CABRERA; RODRIGUES,1999) e atua como uma primeira avaliagcdo em
estudos relacionados a saude humana, sendo que os resultados obtidos sao
indicativos de respostas semelhantes em mamiferos ou outros organismos
(FISKESJO, 1985; CHAUHAN et al., 1999; BAGATINI et al., 2007).

Diante da ampla utilizagdo do Z. officinale como fitoterapico
tradicional, este estudo avaliou, por meio do teste Allium cepa, diferentes
concentracdes de extratos da planta preparados de acordo com as formas mais
comuns de utilizacdo e também por meio da extracéo hidroalcodlica, objetivando
identificar os possiveis efeitos citotoxicos e genotoxicos da espécie. A

identificacdo de propriedades citogenotdxicas sao importantes tanto para
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orientagdo quanto ao consumo, diminuindo os riscos a saude humana, quanto
para pesquisas relacionadas as propriedades medicinais da espécie e a

producdo de medicamentos em escala industrial.

53



Material e Métodos

O estudo foi realizado no Laboratério de Genética Vegetal e Biologia
Molecular do CETAM (Centro de Tecnologia da Amazo6nia Meridional), na
Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus Universitario de Alta Floresta,
MT, e os rizomas de Z. officinale foram coletados em propriedade rural do
municipio de Alta Floresta, localizado no norte do Estado de Mato Grosso.

O municipio de Alta Floresta (Figura 1) dista 797 km da capital do
Estado, Cuiab4, e abrange uma area de 8.953,191 km?, sendo que a populacéo
estimada em 2017 é de 50.189 habitantes (IBGE, 2017). O clima €é do tipo Am,
com estacdo chuvosa e seca, temperatura média superior a 26 °C e precipitacao
pluviométrica variando entre 2500 e 3100 mm, anualmente (ALVARES et al.,
2013). A vegetacdo do municipio constitui-se por floresta ombrofila, floresta
estacional e areas de cerrado (MOREIRA; VASCONCELOS, 2007; LIRA, 2011).
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Figura 1. Localizacdo geogréfica do municipio de Alta Floresta, onde o

experimento foi realizado.

Obtencéao dos Extratos

Extratos aquosos

Foram preparadas cinco concentracdes de extratos aquosos do tipo

infuso (EAI) e decocto (EAD) a partir dos rizomas coletados. Utilizando 90 g de
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rizoma de gengibre in natura e 900 mL de agua destilada obteve-se o extrato de
maior concentracdo (100 mg mL™?) e a partir da diluicdo deste foram obtidas as
demais concentracdes (6,25; 12,5; 25 e 50 mg mL™?).

O extrato aquoso do tipo infuso foi obtido a partir do aquecimento da
agua até o ponto de fervura (100 °C), sendo a mesma vertida sobre as fracdes
do rizoma. O extrato foi abafado e deixado em repouso por 10 minutos, sendo
posteriormente filtrado e diluido nas concentracdes de uso. Para obtencao do
extrato aquoso do tipo decocto, a agua, juntamente com fracdes de rizoma, foi
aguecida e mantida em fervura por cinco minutos. Em seguida, o extrato ficou

em repouso e, ao atingir a temperatura ambiente, foi filtrado e diluido.

Extrato Hidroalcodlico

Para obtencdo do extrato bruto hidroalcoodlico (EHA), os rizomas de
Z. officinale foram fragmentados e secos em estufa (60°C) com ventilagcéo,
triturados e macerado por 7 dias em etanol 70%. Apos este periodo, o extrato foi
filtrado e concentrado em rotaevaporador sob pressao reduzida (600mmHg) a
40°C. O extrato obtido foi entdo liofilizado para obtencao do pé (GIORDANI et
al., 2015).

Para utilizacao no teste A. cepa, 7,2 g do EHA foi diluido em 900 mL
de Agua destilada para obtencédo da concentragdo 8 mg mL™, a partir da qual,
por meio de diluicdo, foram preparadas as demais concentragdes (0,5; 1,0; 2,0

e 4,0 mg mL™).

Teste Allium cepa L.

O teste A. cepa foi realizado de acordo com a metodologia de Fiskesjo
(1985), com alteracdes propostas por Babich et al. (1997).

Foram utilizados 80 bulbos de A. cepa, cujas escamas externas e raizes
secas foram retiradas cuidadosamente. Para o teste, utilizou-se o tratamento
descontinuo, sendo os bulbos previamente colocados em agua destilada para
emissao de raizes e, 36h depois, quando as mesmas mediam aproximadamente
10 mm, foram transferidos para os extratos a serem testados.

Os bulbos de A. cepa, foram submetidos a cinco concentragbes de
extratos aquosos do tipo infuso e decocto (6,25; 12,5; 25; 50 e 100 mg mL1) e

de extrato hidroalcodlico (0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg mL™1), sendo que a agua
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destilada, considerada como concentracdo 0 mg mL™ foi utilizada como controle
negativo e o glifosato, diluido a 1%, como controle positivo (Figura 2).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) e os bulbos organizados em um esquema fatorial 3 x 5 + 2,
sendo trés tipos de extrato (EAI, EAD e EHA), cinco concentracdes e dois
tratamentos controle (Agua destilada e glifosato 1%), com 5 repeti¢cdes cada. Os
bulbos foram mantidos em camara de germinacéo do tipo B.O.D. (Biochemical
Oxygen Demand), onde permaneceram em temperatura controlada (25 °C * 2)
e na auséncia de luz por 48 horas, conforme metodologia proposta por Babich

et al. (1997).

Figura 2. Teste Allium cepa. Limpeza dos bulbos (A), tratamento descontinuo:
pré-enraizamento (B), extratos aquosos e hidroalcodlico (C), manutencédo do

experimento em camara de germinagéo do tipo B.O.D. (D).

Apdbs permanecerem expostos aos extratos de gengibre por 48 horas,
os bulbos foram retirados da camara de germinacdo e para cada concentragdo
dos EAIl, EAD e EHA, assim como dos controles negativo e positivo, 10 raizes
foram selecionadas ao acaso e mensuradas com auxilio de paquimetro digital
Mitutoyo.
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Em seguida, foram coletadas, aleatoriamente, raizes de cada
concentragdo de cada um dos extratos avaliados e fixadas em solugcdo de
Carnoy (3:1, etanol: &cido acético) por 24 horas em temperatura ambiente, sendo
entdo transferidas para etanol 70% e mantidas sob refrigeracdo (+ 4 °C) até o
uso.

O potencial citotoxico foi avaliado a partir do crescimento das raizes
e da analise do indice mitético (IM), enquanto que o potencial genotoxico foi
avaliado a partir da frequéncia de alterac6es cromossémicas e/ou anormalidades
nas fases da divisdo celular. Na preparacdo das laminas para avaliagdo do
potencial citotoxico e genotoxico, as raizes foram lavadas em agua destilada por
cinco minutos, hidrolisadas em HCI 1N por 15 minutos e, novamente lavadas em
agua destilada por cinco minutos. Para confeccdo de cada lamina, utilizou-se o
meristema apical de uma das raizes armazenadas, sendo este corado com,
aproximadamente, 100 uL de orceina acética 2%. Com auxilio de um bastao de
vidro o meristema foi levemente pressionado e, posteriormente, coberto com
laminula.

Para avaliacao do IM foram preparadas oito laminas por concentracao
de cada um dos extratos avaliados, assim como dos controles negativo e
positivo. Foram analisadas 250 células por Iamina, totalizando 2000 células por
tratamento e 10.000 células por extrato. As laminas foram observadas em
microscopio optico (Bioval), em magnitude de 400X, pelo método de varredura,
sendo que para cada lamina foi registrado o niumero de células em cada fase do
ciclo celular (intérfase, préfase, metafase, anafase e teléfase), bem como,
guando presentes, as alteragcdes em cada uma delas. O registro fotografico foi
realizado utilizando uma camera digital CMOS (1.3 MP), colorida, acoplada ao
microscopio e para captura e edicdo de imagem utilizou-se o software TSview.

O indice mitético (IM) foi obtido por meio da equagao proposta por
Pires et al.(2001) (1).

n? de células em mitose

M = ) x 100 1)

n? total de células observadas

Para verificar a normalidade, foi realizado o teste de Lilliefors. Antes

de serem submetidos as andlises, os resultados referentes a variavel IM foram
transformados em Arco Seno ,/x/ 100, onde x representa o percentual de células
em mitose (VASCONCELOS et al., 2012). Os dados foram submetidos a analise

57



de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade. Para o fator concentracdo dos extratos foram ajustadas
regressodes polinomiais, sendo que a escolha do modelo foi feita com base no
maior valor do coeficiente de determinagdo (R?) e no menor desvio. As andlises

estatisticas foram realizadas com auxilio do programa Genes® (CRUZ, 2013).
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Resultados e Discussao

Os bulbos de A. cepa responderam de forma distinta tanto aos
extratos quanto as concentragdes testadas e o0 aumento na concentracdo dos
extratos promoveu efeito negativo no processo de crescimento radicular (Figura
3).

Figura 3. Crescimento das raizes ap0s exposicao a diferentes concentracdes
(mg mL?) de extratos de Zingiber officinale. Extrato aquoso do tipo infuso (A), do

tipo decocto (B) e extrato hidroalcodlico (C).

Avaliacdes toxicologicas por meio do teste A. cepa permitem a
avaliacdo da citotoxicidade por meio de parametros macroscopicos, como a cor,

o formato e o comprimento da raiz, e também de parametros microscépicos,
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como altera¢gBes no indice mitético e aberracdes cromossémicas (BAGATINI et
al., 2007)

Ao proceder a analise de variancia (Tabela 1), foi comprovado efeito
significativo dos diferentes extratos de Z. officinale sobre o desenvolvimento do

sistema radicular de A. cepa.

Tabela 1. Resultado da Analise de Variancia (ANOVA) para o crescimento do
sistema radicular de bulbos de Allium cepa expostos a extratos aquosos (infuso

e decocto) e hidroalcodlico de Zingiber officinale.

Extratos AquOso0sS

Fonte de Variacao GL QM
Extrato 1 1197,20**
Concentragao 5 1351,29**
Tratamento x Concentracéo 5 190,52**
CV (%) 20,44
Média Geral 28,00

Extrato Hidroalcodlico
Concentragao 5 833,42**
CV (%) 21,11
Média Geral 19,24

**Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. GL (Grau de Liberdade); QM (Quadrado
Médio); CV (Coeficiente de Variagao).

Para os extratos aquosos do tipo infuso e decocto, a concentracdo de
100 mg mL* promove resposta similar ao controle positivo quanto a redugéo no
comprimento da raiz, enquanto que para o extrato hidroalcodlico esta resposta
ocorre a partir da concentracdo de 4,0 mg mL (Figura 4).

A maior atividade antiproliferativa do EHA pode ser explicada pelo fato
de que, quando comparado ao EAIl e ao EAD, diverge tanto na composi¢céo
guanto na quantidade de metabdlitos extraidos. O EHA é mais eficiente na
degradacdo da parede celular e da membrana plasmatica, potencializando a
extracdo, especialmente, de polifendis e flavonoides e outros compostos
organicos. Além disso, ainda € preciso considerar que as altas temperaturas
utilizadas na obtencdo de EAlI e EAD podem provocar mudancgas estruturais
irreversiveis em substancias termolabeis (TIWARI et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2016; SA JR. et al., 2016).
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Figura 4. Comprimento do sistema radicular (CSR) de bulbos de Allium cepa
expostos ao extrato aquoso do tipo infuso (A), decocto (B) e extrato
hidroalcodlico (C). A linha tracejada representa a média do CSR do controle

positivo e @, 0 erro padrdo da média.

O crescimento radicular € produto da intensa atividade mitética que
ocorre no tecido meristematico e, subsequente, alongamento das células por ela
originadas (BEZERRA et al., 2016). A redugdo no comprimento das raizes
permite inferir que os extratos inibiram o processo de divisdo celular, o que foi
corroborado pela analise microscépica, com avaliagdo do indice mitético, que
exp0Os a reducdo do numero de células em divisdo. O numero total de células
analisadas, o numero observado em diferentes estagios do ciclo celular e os

valores dos indices mitéticos estéo representados na tabela 2.
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Tabela 2. Numero de células meristematicas de Allium cepa em diferentes etapas do ciclo celular, submetidas a diferentes

concentracdes e extratos de Zingiber officinale. IM = indice mitatico.

Extrato Aquoso — Infuso

Concentragao Intérfase Préfase Metéafase Anéafase Teléfase IM (%)
6,25 mg mL* 1252 + 11,11 614 + 10,71 49 + 3,56 35+ 22,50 50 + 3,01 37,40 £ 4,44
12,5 mg mL? 1380 £ 9,75 526 + 8,91 37+2,77 21 +1,60 36+2,33 31,00 £3,90

25 mg mL1 1425 £9,70 480 + 8,93 33+2,03 24 + 1,85 38+1,98 28,75 £+ 3,88
50 mg mL? 1511 £ 13,27 420 + 16,16 17 +1,89 20+ 2,14 32+£2,93 24,45 + 5,31
100 mg mL* 1568 + 10,41 402 + 9,41 15 + 3,56 4+0,93 11 +£2,00 21,60 £ 4,16
Concentracao Extrato Aquoso — Decocto
Intérfase Préfase Metéafase Anéafase Teléfase IM (%)
6,25 mg mL™*! 1507 £ 7,78 380 +9,74 36 + 2,27 24 + 1,50 53 + 2,50 24,65 + 3,11
12,5 mg mL? 1596 * 16,86 311+ 15,14 28 + 2,56 24 +1,31 41 £ 2,75 20,20 £ 6,74
25 mg mL? 1720+ 7,21 234 + 5,26 15+2,80 8+ 1,07 23 + 3,04 14,00 + 2,88
50 mg mL? 1692 + 10,10 244 + 11,24 24 + 293 16 + 1,69 24 + 2,23 15,40 + 4,04
100 mg mL* 1829 + 5,48 145 + 3,60 11+1,19 3+0,52 12 +1,62 8,55+ 2,19
Concentragéo Extrato Hidroalcodlico
Intérfase Profase Metafase Anafase Telofase IM (%)
0,5 mg mL+? 1737 £ 6,73 215+ 5,74 12 +1,60 12 +1,07 24 + 1,60 13,15+ 2,69
1,0 mg mL* 1800 + 6,99 114 + 6,39 30+2,82 18 +1,49 381,90 10,00 + 2,80
2,0 mg mL+? 1829 + 6,89 151 £4,29 11 +2,13 210,71 7+181 8,55+ 2,75
4,0 mg mL? 1907 £ 6,44 86 + 6,04 5+0,74 0+ 0,00 2 +0,71 4,65 + 2,57
8,0 mg mL? 1956 + 2,78 32+2,07 4+0,76 00,00 8+1,20 220+1,11
Controle Negativo? 1223 + 12,18 682 + 16,34 43 £ 3,70 29 + 2,50 23+ 2,36 38,85 + 4,87
Controle Positivo? 1781 £ 4,76 172 £ 3,92 13+1,16 14 +1,25 20+0,71 2,85+1,91

1.2 Agua destilada e Glifosato 1%, respectivamente. Os valores sd0 X + o (média + desvio padréo).



Para o extrato aquoso do tipo infuso né&o foram observadas
anormalidades ou aberracdes, enquanto para o decocto foram registradas trés
células com pontes anafasicas (50 mg mL1) e para o hidroalcodlico, um total de
15 células com metafase irregular (distribuidas em todas as concentracdes) e
trés células com ponte anafasica (0,5; 1,0 e 2,0 mg mL™).

Embora os extratos de Z. officinale tenham reduzido
significativamente o niumero de células em mitose, 0 mesmo nao ocorreu para
frequéncia de aberracdo cromossdmicas ou anormalidade nas fases da divisdo

celular (Figura 5).

Figura 5. Fases do ciclo celular observadas em células meristematicas
radiculares de Allium cepa (400x) submetidas a diferentes concentracdes e
extratos de Zingiber officinale. Intérfase — Decocto 6,25 mg mL™ (A), préfases e
tel6fase — Infuso 6,25 mg mL* (B), metafase — Infuso 12,5 mg mL* (C), anafase
— Decocto 12,5 mg mL* (D), teléfase — Infuso 25 mg mL™* (E), anafase com ponte
cromossdmica e metafase irregular — Hidroalcodlico 2 mg mL (F). P = préfase;
T = Telofase; A.P.= Anafase com ponte cromossomica; M.I. = Metéafase irregular;

Barra = 4,58 um.

O numero de células com anormalidades observadas nas fases da

divisao celular € pequeno e néo significativo, sugerindo que os extratos de Z.
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officinale testados ndo possuem potencial genotoxico sobre células
meristematicas de A. cepa.

O indice mitotico (IM) € um indicador utilizado para avaliar o potencial
citotoxico de extratos vegetais, onde resultados que divergem daqueles
apresentados pelo controle negativo indicam a acdo de compostos quimicos
sobre o ciclo celular, seja inibindo-o ou estimulando-o.

O controle negativo (agua destilada) e o positivo (glifosato 1%)
apresentaram indice mitético de 38,85 e 2,85%, respectivamente. A analise de
variancia indicou efeito significativo dos extratos de Z. officinale sobre o IM em
A. cepa. Ao comparar as médias do IM entre os tratamentos, constatou-se
diferenca estatistica entre os resultados obtidos para todos os extratos e o
controle negativo, evidenciando a inibicdo da divisdo celular e o efeito
antiproliferativo dos extratos de Z. officinale, sendo o extrato hidroalcodlico o que
apresenta maior citotoxicidade, uma vez que nao difere significativamente do

controle positivo (Tabela 3).

Tabela 3. Resultado do teste de média para o indice mitético entre os controles
positivo e negativo e os extratos de Zingiber officinale utilizados no teste Allium

cepa.
Tratamento indice Mitético (%)

Controle Negativo! 38,85 a

E.A. Infuso 28,64 b

E.A. Decocto 16,56 c

E. Hidroalcodlico 7,71d

Controle Positivo? 2,85d

Médias seguidas pelas mesmas letras minUscula na vertical ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey (p < 0,05). !Agua destilada; ?Glifosato 1%; E.A.: Extrato aquoso;

A diferenga de potencial antiproliferativo entre os extratos avaliados
indica que a metodologia utilizada na preparacéo dos extratos esta diretamente
relacionada a sua capacidade de acdo. Ao definir a metodologia, é necessario
considerar fatores que influenciam a eficiéncia na extracdo dos compostos
bioativos, como a parte vegetal, a temperatura e o solvente utilizado, sendo este
diretamente relacionado a especificidade do composto que se pretende extrair.

Dentre os diversos métodos de extracdo estdo a infusdo, a decoccdo e a
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maceracao, onde o solvente pode ser a 4gua ou o etanol (TIWARI et al., 2011,
KARABEGOVIC et al., 2014).

Os resultados deste estudo confirmam que extratos obtidos a partir de
uma mesma planta, e até mesmo da mesma parte vegetal, podem promover
respostas diferenciadas de acordo com o método utilizado. As alteragdes no
indice mitoético promovidas pelos extratos de Z. officinale diferiram
estatisticamente entre si, sendo que quando comparado com o EAIl, o EAD
exerceu maior efeito inibitorio sobre o indice mitético. A diferencas entre os
extratos aquosos pode ser explicada pela escolha do material vegetal, pois
extratos do tipo decocto sdo mais eficazes na extracdo de metabdlitos de partes
relativamente duras e resistentes da planta, como o rizoma, enquanto o infuso
se mostra mais eficiente na extracéo de partes tenras do vegetal, como as folhas
(SANTOS et al, 2013). A eficiéencia da decoccédo, independente do material
vegetal utilizado, pode ser atribuida a manutencdo da temperatura de fervura
(100 °C) por um periodo de cinco minutos.

Ja os resultados obtidos para o extrato hidroalcodlico podem estar
relacionados ao solvente utilizado, uma vez que, sendo uma solucao anfifilica,
possibilita a extracdo de compostos polares e apolares (OLIVEIRA et al., 2016),
ou seja, de compostos que seriam extraidos tanto por extratos aquosos quanto
por extratos etandlicos. Outros fatores que devem ser considerados sdo a
temperatura mais amena, a superficie e o tempo de contato entre o solvente e o
gengibre em po.

Além do método de extracdo, a concentracdo do extrato utilizado
também atua sobre o metabolismo celular, como pode ser observado nas figuras
6A,BeC.
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Figura 6. indice mitético das células meristematicas de Allium cepa expostas
aos extratos aquosos do tipo infuso e decocto (A e B, respectivamente) e extrato
hidroalcodlico (C). A linha tracejada representa a média do CSR do controle
positivo e @, 0 erro padrdo da média.

Todos o0s extratos e concentracfes testadas tiveram efeito
antiproliferativo sobre as células meristeméticas de raizes de A. cepa, sendo que
a reducdo do indice mitotico foi diretamente proporcional ao aumento na
concentracéo dos extratos testados.

Estes resultados permitem inferir que extratos de Z. officinale, nas
condi¢bes aqui utilizadas, possuem potencial citotoxico. Dias et al. (2014) e Silva
et al (2015), ao avaliar os efeitos de extratos de plantas utilizadas pela medicina

tradicional sobre o ciclo celular de A. cepa, obtiveram resultados semelhantes ao
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deste estudo, evidenciando que fitoterapicos podem interferir no processo de
divisdo celular.

O potencial antiproliferativo de plantas e seus derivados tém sido
explorados em pesquisas relacionadas ao tratamento e prevencao de cancer,
uma vez que, ao inibir o processo de divisao celular, podem ter efeito significativo
sobre o crescimento do tumor e também da metastase (SHIN et al., 2000; DA
ROCHA et al., 2001; FUZER et al., 2010). Os resultados deste estudo indicam o
gengibre como uma espécie promissora para pesquisas relacionadas a sua
utilizacdo como alimento funcional ou farmaco utilizado no combate ao cancer.

O gengibre é utilizado principalmente como condimento e como
fitoterapico no tratamento problemas gastrointestinais e respiratérios, bem como
no controle dos niveis de colesterol e glicose (USHA; KRISHNAPURA, 2010;
PALATTY et al.,, 2013), todavia estudos recentes exploram o potencial dos
compostos quimicos do gengibre no tratamento e prevencgao de diferentes tipos
de cancer (SHUKLA; SHING, 2007; JUSTO et al., 2008; KARNA et al.,2012).
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Conclusdes

O extrato hidroalcodlico e os extratos aquosos, infuso e decocto, de
Zingiber officinale avaliados possuem potencial citotoxico sobre células
meristematicas de Allium cepa. No entanto, a baixa frequéncia de células com
alteracdes cromossbmicas indica que 0S mesmos extratos ndo apresentam
potencial genotoxico.

A eficiéncia e agdo dos extratos é influenciada diretamente pela
metodologia empregada, solvente e concentracdes utilizadas.

O potencial citotoxico de extratos de Zingiber officinale identificado
neste estudo reafirma a necessidade de pesquisas para identificacdo dos
fitoquimicos presentes em plantas utilizadas como condimentos ou como
medicinais, bem como sua toxicidade. Essas informacdes s&o fundamentais
para orientacdo quanto ao uso adequado destas plantas e para o direcionamento
de pesquisas voltadas para producdo de medicamentos.

A acao antiproliferativa de Zingiber officinale sobre o ciclo celular de
Allium cepa indica que trata-se de uma espécie promissora para o tratamento de
tumores, entretanto, sdo necessarios mais estudos relacionados tanto a este
mecanismo de ac¢do quanto ao seu potencial como antimutagénico, a eficiéncia

na extracao e no isolamento e utilizacéo de seus compostos bioativos.
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3.4. CONHECIMENTO E UTILIZACAO DE Zingiber officinale ROSCOE EM
ALTA FLORESTA/MT.
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Resumo — (Conhecimento e utilizagdo de Zingiber officinale Roscoe em Alta
Floresta/MT). O gengibre (Zingiber officinale Roscoe) é uma planta utilizada
como condimento e fitoterapico. Como fitoterapico é utilizado por meio de
preparacdes tradicionais e medicamentos ou produtos fitoterapicos. A utilizagéo
das preparac0Oes tradicionais segue a cultura popular, um patriménio cultural a
ser preservado. O gengibre consta da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS) e algumas de suas
propriedades farmacéuticas ja foram comprovadas. Diante do exposto, este
estudo teve por objetivo realizar um levantamento quanto a utilizacdo do
gengibre como fitoterapico por moradores de Alta Floresta, MT. Informacdes
socioeconbmicas e relativas a utilizacdo do gengibre foram obtidas por meio de
entrevista estruturada e semiestruturada e observacdo participativa. Os
resultados foram avaliados qualitativamente e quantitativamente com a
concordancia de uso entre os entrevistados. Os representantes das familias
entrevistadas sdo, em sua maioria, do sexo feminino (80,39%), com idade entre
21 e 40 anos (50,98%) e todos declararam conhecer e utilizar o gengibre como
fitoterapico, sendo que informacfes quanto as formas de uso sédo obtidas, em
90,20% dos casos, junto ao nucleo familiar. As maiores concordancias de uso
entre 0s entrevistados, na categoria medicinal, foram para o tratamento de gripe
(CUP:=53%) e infeccdo de garganta (CUP:=51%). Os resultados deste estudo
reafirmam a necessidade de pesquisas cientificas que registrem a utilizacao de
plantas medicinais, preservando assim o patrimbénio cultural e subsidiando
pesquisas que visem o registro de fitoterapicos.

Palavras-chave: Fitoterapico, gengibre, patriménio cultural.

Abstract — (Local knowledge and usage of Zingiber officinale Roscoe in the
municipality of Alta Floresta, Mato Grosso state, Brazil.) Ginger (Zingiber
officinale Roscoe) is a plant used in herbal medicine and as a condiment. In
herbal medicine it is used in traditional medicine and in phytotherapeutic
products. Traditional preparations of ginger are a form of cultural heritage which
should be preserved. Ginger appears in the National Report on Medicinal Plants
of Interest to the Brazilian Health Service (RENISUS), and some of its
pharmaceutical properties have already been examined. This study aimed to
survey the use of ginger in phytotherapy amongst residents of the municipality of
Alta Floresta, Mato Grosso state, Brazil. Socio-economic information related to
the use of ginger was obtained through structured and semi-structured interviews
and participative observation. Results were evaluated qualitatively and
guantitatively with respect to overlap between usages reported by respondents.
The majority of the representatives of the families interviewed were female
(80.39%), mostly between the ages of 21 and 40 years (50.98%). All respondents
affirmed their awareness of ginger and its phytotherapeutic properties; in 90.20%
of cases knowledge of the medicinal properties of ginger was obtained from
family members. Medicinal usages most frequently reported were treatment of
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colds and flu (CUP:=53%) and treatment of throat infections (CUP:=51%). The
results of this study reaffirm the importance of further surveys of the usage of
medicinal plants, to preserve cultural heritage and also to direct future research
of phytotherapy and the species used in herbal medicine.

Keywords: Phytotherapeutic, ginger, cultural heritage.
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Introducao

A utilizacdo de recursos vegetais para prevencao, tratamento ou cura
de doencas é uma préatica milenar, sendo que os primeiros registros datam de
4000 a.C., enquanto o primeiro registro médico data de 2100 a.C. (FIRMO et al.,
2011), constituindo-se assim na forma mais antiga de praticas medicinais.

Plantas utilizadas pela medicina tradicional representam um recurso
bioldgico utilizado na producdo de remédios caseiros e como matéria prima pela
indastria farmacéutica. Nas ultimas décadas, a medicina tradicional, considerada
como popular e informal, foi classificada como alternativa ou complementar,
guando os tratamentos substituem ou sao utilizados juntamente com o0s
indicados pela medicina convencional (SPADACIO; BARROS, 2009).

Terapias tradicionais por meio de recursos vegetais estao associadas
aos saberes populares, sendo estes construidos ao longo da histéria e
transmitidos ao longo das geracdes. Esses saberes constituem, portanto, um
patrimonio cultural que deve ser preservado, haja vista que compreendem um
vasto acervo de conhecimento sobre plantas utilizadas pela medicina tradicional,
suas indicacdes e formas de preparo.

Até o século XIX, os recursos terapéuticos procediam essencialmente
de plantas medicinais e extratos vegetais, contudo, no século XX, tem inicio a
pratica de isolar os principios ativos e produzir medicamentos alopéticos, bem
como consolidam-se, no ambiente académico, investigacdes na area de plantas
medicinais e registros do patriménio cultural a elas relacionadas (FERNANDES,
2004).

Embora o uso de plantas medicinais geralmente siga a sabedoria
popular, atualmente existe um grande numero de medicamentos e produtos
fitoterapicos disponivel no mercado. De acordo com a ANVISA (BRASIL, 2014),
medicamento fitoterapico € aquele que foi testado clinicamente, enquanto o
produto fitoterapico tem sua eficiéncia comprovada pela demonstragcéo de tempo
de uso mediante publica¢cbes técnico-cientificas.

Registros cientificos da utilizacdo de plantas como fitoterapicos séo
importantes ndo sé por preservarem 0s saberes populares, mas também por
fornecerem informacdes Uteis a pesquisas na area farmacéutica. Algumas

plantas medicinais como, por exemplo, o ginseng (Panax spp.) e o gengibre (Z.
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officinale) sé@o utilizadas pela medicina tradicional e exploradas pela industria
farmacéutica e o registro de sua utilizagcdo data de 1500 a.C. no manuscrito
Egipicio “Ebers Papirus” e no texto sagrado “Ayurveda”, respectivamente
(FIRMO et al., 2011).

No Brasil, o conhecimento atual sobre o uso tradicional de plantas
medicinais é fruto de uma mistura, uma fusdo, do conhecimento complexo que
0s nativos detinham com aquele trazido pelos colonizadores europeus e por
africanos escravizados (ALMEIDA, 2011).

A utilizacdo de plantas medicinais € uma pratica comum por parte da
populacao brasileira, sendo relacionada tanto a fatores econdémicos quanto a
mudancas no estilo de vida em busca de mais qualidade (BRUNNING et al.,
2012).

Dentre as diversas plantas utilizadas na fitoterapia tradicional, esta o
gengibre (Zingiber officinale Roscoe), sendo que algumas de suas propriedades
terapéuticas j4 foram comprovadas cientificamente (SOUSA et al., 2013), e
atualmente, o mesmo consta da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS), cujo objetivo é orientar
estudos e pesquisas que possam subsidiar a utilizacdo de fitoterapicos de forma
segura e eficaz, tornando-se assim mais uma ferramenta a ser utilizada em
estratégias para melhoria na qualidade da saude publica no Brasil (BRASIL,
2009).

Z. officinale € uma monocotiledénea herbacea, perene, com rizoma
revestido por epiderme de cor pardacenta, raizes adventicias, pseudocaules
eretos e pedinculos com flores hermafroditas (ELPO; NEGRELLE, 2004). E
originario da Asia e cultivado comercialmente apenas pelos estados do Espirito
Santo, Sao Paulo, Parana e Santa Catarina (SOUSA et al., 2013). Todavia, 0
gengibre € cultivado por pequenos produtores e mantenedores de quintais,
urbanos ou rurais, para consumo préprio ou comercializagdo em comércio ou
feiras locais, sendo utilizado tanto para fins medicinais quanto culinarios.

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo realizar um
levantamento quanto ao conhecimento tradicional e utilizacdo de Z. officinale
pela populacdo de Alta Floresta, MT, e assim contribuir para preservacao do
patrimdnio cultural e servir de subsidio para pesquisas que visem o registro de

produtos fitoterapicos.

e



Material e Métodos

Area de estudo
A pesquisa foi realizada nas comunidades escolares das Escolas

Estaduais Jardim Universitario (EE J.U.) e Rui Barbosa (EE R.B.), localizadas,
respectivamente, nos bairros Jardim Universitario e Cidade Alta, em Alta
Floresta, norte de Mato Grosso (Figura 1). O municipio esta localizado a 797 km
da capital do Estado, Cuiaba, e possui, aproximadamente, 50.189 habitantes
(IBGE, 2017). O clima do municipio € do tipo Am (tropical e subtropical),
precipitacdo pluviométrica anual entre 2500 e 2100 milimetros e temperaturas
médias superiores a 26 °C (ALVARES et al., 2013).
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Figura 1. Localizacdo geografica do municipio de Alta Floresta e das

comunidades escolares participantes da pesquisa.

Metodologia
O estudo foi realizado entre os meses de agosto de 2017 e janeiro de
2018 a partir de entrevistas realizadas com estudantes de Ensino Fundamental
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e Médio das Escolas Estaduais Jardim Universitario (EE J.U.) e Rui Barbosa (EE
R.B.) do municipio de Alta Floresta, MT.

O projeto de pesquisa foi submetido a apreciagéo do Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT) sob o
namero 52641915.8.0000.5166, parecer consubstanciado 1.507.091 aprovado
em 19 de dezembro de 2016 (Anexo A).

A primeira etapa da pesquisa consistiu em um levantamento, junto a
EE J.U e a EE R.B., quanto ao uso do gengibre como planta medicinal. No
primeiro contato com os alunos, o projeto de pesquisa foi apresentado e, logo
em seguida, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice
A). Em se tratando de alunos menores de idade, o TCLE foi encaminhado aos
responsaveis para que autorizassem sua participacdo na pesquisa (Apéndice B).
Apos a assinatura deste TCLE pelos responséaveis, os alunos menores de idade
receberam um Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) (Apéndice C).
Ao receber o TCLE ou o TALE, os alunos ou responsaveis eram livres para
concordar, ou ndo, em participar da pesquisa. Apos a assinatura dos termos, 0s
alunos responderam a um questionario onde, além das informacdes pessoais,
foram questionados sobre o conhecimento e utilizacdo do gengibre como planta
medicinal (Apéndice D).

Na segunda etapa da pesquisa foram realizadas visita as familias de
alunos que informaram utilizar o gengibre como planta medicinal. Nesta visita, o
projeto foi explicado novamente e o TCLE apresentado. Assim como na primeira
etapa, havia a liberdade em escolher participar ou ndo da entrevista. Apds a
assinatura do TCLE, a pesquisa teve continuidade com a realizacao de entrevista
estruturada e semiestruturada, bem como com a observacdo participativa
(MINAYO, 2014) (Apéndice E).

O guia de entrevista foi divido em duas partes: a primeira relativa a
informacdes pessoais e socioecondmicas e a segunda, relacionada ao
conhecimento e utilizagdo do gengibre. As respostas dos entrevistados foram
registradas e analisadas quantitativamente para avaliar a importancia relativa do
uso pelos entrevistados.

Os indices de Concordancia de Uso (ICU) foram calculados de acordo
com Amorozo e Gély (1988), com adequacdes. A porcentagem de concordancia

para cada forma de utilizagcdo (CUP), revelou a importancia relativa do gengibre
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como fitoterapico. Para a variavel CUP, foram considerados as formas de
utilizacdo citadas por 3 ou mais entrevistados. Para obtencdo do NECUP
(numero de entrevistados que citam determinada forma de uso) foram
contabilizadas todas as formas de utilizacdo. Os calculos foram realizados de

acordo com a equacéo 1:

NECUP
CUP = NEce X 100 (1)

onde,

CUP = % de concordancia para cada utilizacao

NECUP = n° de entrevistados que citam determinada utilizacdo para o gengibre

NECC = n° de entrevistados que citam a categoria de utilizacao
Posteriormente, foram calculados os fatores de corregcéo para cada uma

das categorias (equacao 2) e o valor de importancia de cada forma de utilizacao

relativo a categoria mais citada pelos entrevistados (equacéo 3).

FC = NECC @)
NECCM
CUP; = CUP x FC 3)

sendo,

FC = fator de correcao da categoria

NECC = n° de entrevistados que citam a categoria de utilizacédo

NECCM = n° de entrevistados que citaram a categoria mais utilizada

CUPc = valor de importancia relativo a forma de utilizacdo mais citada pelos

entrevistados
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Resultados e Discussao

A primeira etapa da pesquisa foi realizada com 138 alunos do Ensino
Médio da Modalidade Regular e do Ensino Fundamental e Médio da Modalidade
de Educacéo de Jovens e Adultos (EJA). Dos alunos entrevistados, 58,70% tem
idade igual ou inferior a 20 anos, 78,26% cursam o Ensino Médio, 58,70% séao

solteiros e 57,25% s&o do sexo feminino (Figura 2).
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Figura 2. Distribuicdo dos alunos entrevistados, segundo o0 sexo, a idade, a
escolaridade e o estado civil. F = Feminino; M = Masculino; EM = Ensino Médio;
EF = Ensino Fundamental; ST = Solteiro; CS = Casado; AS = Amasiado; UE =
Unido Estavel; NM = Namorando; DV = Divorciado; NR = Ndo Responderam.

Quando questionados quanto ao conhecimento sobre a planta em
estudo, 94,20% declaram conhece-la e 70,29% informaram que a familia a utiliza
como fitoterdpico, embora apenas 21,81% a possuam plantada em sua

propriedade (Figura 3).
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Figura 3. Classificacao das respostas quanto ao conhecimento sobre o Zingiber

officinale.
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Dentre os entrevistados que informaram utilizar o Z. officinale como
fitoterapico, foram escolhidos, aleatoriamente, 60 questionarios, dos quais as
familias dos informantes foram visitadas para realizagdo da segunda etapa da
pesquisa, sendo que cinco (5) familias optaram por néo participar e quatro (4)
nao foram encontradas.

Os entrevistados na segunda etapa da pesquisa sdo, na sua maioria,
do sexo feminino (80,39%), casados (49,02%), tem entre 21 e 40 anos de idade
(50,98%) e sao naturais, principalmente, dos Estados de Mato Grosso (33,33%)
e Parana (27,45%) (Figuras 4A e 4B).
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Figura 4. Distribuigdo dos entrevistados de acordo com: (A) sexo, estado civil e
idade. (B) naturalidade. F = Feminino; M = Masculino; ST = Solteiro; CS =
Casado; VV = Viuvo; UE/AS = Unido Estavel/Amasiado; MT = Mato Grosso; PR
= Parana; MS = Mato Grosso do Sul; GO = Goias; ES = Espirito Santo; MG =
Minas Gerais; RS = Rio Grande do Sul; PA = Para; AL = Alagoas.

A naturalidade dos entrevistados esta relacionada ao processo de
colonizacdo do municipio e a idade dos mesmos, haja vista que pequenos

agricultores e/ou comerciantes da regido Sul do pais se deslocaram para o norte
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de MT em busca de melhor qualidade de vida e seus filhos aqui permaneceram
e constituiram familia (SELUCHINESK, 2008).

Os entrevistados residem na zona urbana do municipio de Alta
Floresta e se encontram distribuidas em 15 bairros distintos, sendo que 33,33%
residem no mesmo bairro ha cinco anos, ou menos (Figura 5A e 5B). O nimero
de moradores por residéncia variou entre um (1) e onze (11), sendo que em
35,29% eram apenas trés moradores.
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Figura 5. Distribuicdo dos entrevistados quanto ao: (A) bairro do municipio de
Alta Floresta em que residem e (B) tempo de residéncia no mesmo. J.U. = Jardim
Universitario; M.L. = Mirante dos Lagos; J.O. = Jardim das Oliveiras; J.P. =
Jardim das Primaveras; J.R. = Jardim Renascer; J.T.: Jardim Tropical; P.O.
Parque dos Oitis; B.E. = Boa Esperanca; J.F. = Jardim das Flores; G. = Guarana,;
V.N.=Vila Nova; B.P. = Bom Pastor; C.A. = Cidade Alta; C.B. = Cidade Bela; B.J.

= Bom Jardim.

Quanto a escolaridade, 29,41% dos entrevistados possuem apenas 0
Ensino Fundamental Incompleto, dois (2) se declararam analfabetos e apenas
trés (3) possuem o Ensino Superior Completo. Foram citadas 19

ocupacgoes/fontes de renda distintas, dentre as quais se destacam “do lar”
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(39,21%) e autbnomo (14,26%). A renda das familias entrevistas €, em sua
maioria, de até trés (3) salarios minimos (92,16%), sendo que do total de
familias, 11 s&@o beneficiarias de algum programa de assisténcia social.

Todos os entrevistados declararam conhecer a planta Z. officinale e
utilizar apenas o rizoma como fitoterapico, dos quais 38 declararam utilizar
também como ingrediente culinario (Tabela 1). Apenas 20 entrevistados
possuem a planta em sua propriedade e declararam que ndo existem
recomendacdes especiais para o plantio, exceto que o mesmo deve ser feito em
terra fofa.

Entrevistado 01: “Cultivar em local de terra fofa.”
Entrevistado 02: “(...) planta agora por esse tempo, uma
terra bem adubada. Planta, rega, cuida e quando for la pro
més de junho e julho colhe-se as raizes.”

Quanto aos que nao possuem, 74,19% adquirem o rizoma da planta
no comércio local (mercado ou feira) e os demais, com familiares, vizinhos e
amigos.

Tabela 1. Categorias de uso e formas de utilizagcdo de Zingiber officinale no

municipio de Alta Floresta. N.C. = nimero de citagcfes

Categoria Formas de Utilizacéo N.C. Preparo
Tempero 22 Ralado; Em pé
Quentéao 7 Decoccao
Bala 5 Decoccao

Culinaria  Bolachas 1 Ralado
Bolos 1 Ralado
Licor 1 Decoccao
Rapadura 1 Decoccéo
Infeccdo de Garganta 26 Infusé@o; Decoccgéo; In natura
Gripe 27 Infusdo; Decocc¢ao; Xarope
Inflamacdes 4 Infusdo; Maceragao
Problemas digestivos 3 Infusédo; In natura
Emagrecer 13 In natura; Infuséo

- Céancer 3 In natura

Medicinal ~ ~
Tosse 3 Infusdo; Decocgao
Resfriado 12 Infusdo; Decoccgao
Queda de cabelo 1 Azeite
Diabetes 1 Decoccao
Colica 1 Decoccao
Virose 1 Decoccao
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As formas de utilizacao do Zingiber officinale com maior concordancia
(CUPc) entre os entrevistados estéo apresentadas na tabela 2, destacando-se a
gripe e a dor de garganta (53% e 51%, respectivamente) na categoria medicinal

e o tempero (43%), na categoria culinaria.

Tabela 2. Principais formas de utilizacdo e concordancia quanto a utilizacdo de
Zingiber officinale no municipio de Alta Floresta, Mato Grosso. NECC = n° de
entrevistados que citaram a categoria de utilizagdo; NECUP = n° de
entrevistados que citaram determinada forma de utilizacdo; CUP = indice de

concordancia de uso principal; FC = fator de correcédo; CUP: = CUP corrigido.

Categoria Formas de utilizagdo NECC NECUP CUP FC CUPc

Infeccdo de Garganta 51 26 51% 1,00 51%
Gripe 51 27 53% 1,00 53%
Inflamacbes 51 4 8% 1,00 8%
- Problemas digestivos 51 3 6% 1,00 6%
Medicinal
Emagrecer 51 13 25% 1,00 25%
Céancer 51 3 6% 1,00 6%
Tosse 51 3 6% 1,00 6%
Resfriado 51 12 24% 1,00 24%
Tempero 38 22 58% 0,75 43%
Culinaria Quentédo 38 7 18% 0,75 14%
Bala 38 5 13% 0,75 10%

As principais aplica¢des do gengibre como fitoterapico citadas neste
estudo foram para gripe e infec¢cbes de garganta, sendo, portanto, concordantes
com as indicacbes de utilizacdo do gengibre presentes no estudo
etnofarmacoldgico realizado nos biomas da Amazénia e Mata Atlantica (DI
STASI; HIRUMA-LIMA, 2002), no levantamento do uso de plantas medicinais por
moradores de Governador Valadares, MG (BRASILEIRO et al.,2008), de
Demerval Lob&o, Pl (AGUIAR; BARROS, 2012), de Lima Duarte, MG
(OLIVEIRA; MENINI NETO, 2012) e no distrito de Maruda, PA (FLOR;
BARBOSA, 2015). Marmitt et al. (2015), ao realizarem levantamento sistematico
em trés bancos de dados quanto a pesquisas relativas as plantas da Relacéo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saulde
(RENISUS) no tratamento de infec¢des/inflamacdes, apontam o Z. officinale

como a segunda planta mais pesquisada para esta finalidade, ficando atras
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apenas do numero de estudos sobre Curcuma longa L., que também pertence a
familia Zingiberaceae.

A principal fonte de informag&o sobre as propriedades medicinais do
Z. officinale citada pelos entrevistados foi a familia (90,20%), sendo estas as
responsaveis por transmitir ndo apenas informacfes quanto as indicacées como
também quanto a forma de preparo dos fitoterdpicos. A importancia da familia
na manutencao do patriménio cultural relacionado as plantas medicinais também
foi relatada por Paulino et al. (2011) ao realizar levantamento quanto ao
conhecimento sobre plantas medicinais entre alunos da Universidade Federal do
Semi Arido, em Mossoro, Rio Grande do Norte, e por Oliveira et al. (2016) ao
realizarem pesquisa junto a alunos de Ensino Fundamental de duas escolas de
Vicosa do Ceara.

Além da decoccao e infusdo, que sédo as formais mais comuns de
preparacao do gengibre como fitoterapico, foram descritas também a preparacéo
de xarope e diferentes formas de consumo in natura (Apéndice F). Um dos
entrevistados relatou utilizar o azeite de gengibre para combater a queda de
cabelo:

Entrevistado 35: “maceta o gengibre e frita no 6leo de oliva.
Quando tostar, desligar o fogo e filtrar o 6leo para passar

no cabelo.”
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Conclusdes

O conhecimento dos entrevistados neste estudo quanto a forma de
utilizacdo e modo de preparo do Zingiber officinale como fitoterapico €
transmitido ao longo das geracdes, o que reafirma a importancia de pesquisas
cientificas que registram esse patrimonio cultural, e assim, além de preserva-lo,
contribuam para estudos e pesquisas com intuito de promover o registro de
produtos fitoterapicos.

A principal categoria de utlizacdo do Zingiber officinale pelos

entrevistados é a medicinal, embora muitos também o utilizem na culinaria
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4. CONCLUSOES GERAIS

Os primers ISSR utilizados foram eficientes na deteccao de
polimorfismo, revelando a existéncia de variabilidade genética entre os
individuos de Zingiber officinale avaliados neste estudo. Os individuos nao foram
agrupados de acordo com o local de coleta e nao foi registrada a presenca de
duplicatas, indicando que os mesmos podem ser utilizados para composi¢ao de
uma colegéo ativa de germoplasma.

Os extratos aquosos tipo decocto e infuso do rizoma de Zingiber
officinale diminuiram o vigor da semente de Lactuca sativa, embora ndo tenham
inibido significativamente o percentual de germinacao.

Os resultados do teste Allium cepa demonstraram que os extratos do
rizoma de Zingiber officinale avaliados possuem potencial citotoxico mas néo
apresentam potencial genotoxico e que a eficiéncia dos extratos é influenciada,
principalmente, pela metodologia de preparo e concentracdo utilizada. O
potencial antiproliferativo identificado neste estudo indica a necessidade de
estudos que explorem essa caracteristica para produ¢do de medicamentos que
combatam o cancer.

A principal forma de utilizagéo de Zingiber officinale por morados de
Alta Floresta é a medicinal, sendo que o0 conhecimento quanto as suas
propriedades, indicacdes de tratamento e forma de preparo do medicamento
fitoterapico, é transmitido dentro do nucleo familiar, reforcando a importancia do
conhecimento tradicional e a necessidade de registro do mesmo, visando sua

preservacao.
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APENDICES

A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

ESTADO DE MATO GROSSO NIy
SECRETARIA DE ESTADO DE CIENCIA E TECNOLOGIA =3
UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSSO 1@

CAMPUS UNIVERSITARIO DE ALTA FLORESTA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa.
Apos ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine
ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas e sua e a outra do pesquisador responsavel.
Em caso de recusa vocé nao sera penalizado(a) de forma alguma. Em caso de ddvida vocé pode procurar

o Comité de Etica em Pesquisa da Unemat pelo telefone: (65) 3221-0067.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA

Titulo do projeto: CARACTERIZACAO MOLECULAR, EFEITO ALELOPATICO, CITOTOTIXO E
UTILIZAGAO DO GENGIBRE PELA POPULAGCAO DOS MUNICIPIOS DE ALTA FLORESTA E PEIXOTO
DE AZEVEDO, MT, ERASIL.

Responsavel pela pesquisa: Ana Aparecida Bandini Rossi

Enderego e telefone para contato: Setor G - Rua G4 - Centro N° 413 Cel: (066) 9915-5080
Equipe de pesquisa:

Ana Aparecida Bandini Rossi Elisa dos

Santos Cardoso

O presente estudo objetiva identificar, por meio de enirevistas abertas, semiestruturadas
e estruturadas, moradores nos municipios de Alta Floresta e Peixoto de Azevedo, regidao norte
de Mato Grosso que utilizem o gengibre (Zingiber officinale Roscoe) como fitoterapico. Esta etapa
do projeto busca responder as questtes: Quais sdo as enfermidades prevenidas/tratadas com
uso do gengibre nos municipios de Alta Floresta e Peixoto de Azevedo, norte de Mato Grosso?
Quais as formas de preparo dos ‘medicamentos’ a base de gengibre? Qual a importancia relativa
do uso do gengibre no tratamento de enfermidades entre os conhecedores pesquisados? Qual a
similaridade de usos do gengibre entre 0s conhecedores pesquisados?

Os conhecedores serdo escolhidos através entrevista realizada com alunos das EE Jardim
Universitario e Rui Barbosa. Esta entrevista visa identificar as familias que utilizam o gengibre
como fitoterapico. Posteriormente, sera organizada uma Assembleia Geral com a comunidade
escolar de cada uma das escolas envolvidas para apresentacdo do projeto e coleta de
assinaturas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE); As familias que assinarem
serdo visitadas e as informagbes socioecondmicas serac obtidas; as entrevistas (aberias,
semiestruturadas e estruturadas) serdo realizadas nas casas dos conhecedores e também pela
observacao do participante (ALBUQUERQUE & LUCENA, 2004). As informacdes

Av. Tantrade Mevas 10015 - Cavalhada
CEP T8.200-000, ChoeresfiT
b e e Tal: [E5] 3211 2840

E-mail: sapifunemat.br
5 e e gy w
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serdo anotadas em planilhas e gravadas. A pesquisa ndo apresenta riscos diretos aos
participantes, porém pode provocar alguns incomodos (sociais, culturais) aos mesmos, pois serdo
em um primeiro momento visitados em suas residéncias ou trabalhos para esclarecimentos da
pesquisa e se concordarem em participar, posteriormente, serdo visitados novamente para
enfrevista objetivando identificar os diferentes tipos de uso que fazem do gengibre. Para
minimizar, ou evitar, estes riscos, a equipe usara linguagem clara e acessivel, utilizando-se de
estratégias mais apropriadas a cultura, faixa etaria e condicdo socioecondmica dos participantes
da pesquisa, garantindo assim que os danos previsiveis sejam evitados.

Os beneficios advindos desta pesquisa para os participantes serdo a socializacdo e a
preservacdo dos conhecimentos sobre o uso do gengibre como fitoterapico, de modo que este
patriménio cultural ndo se perca no decorrer do tempo. Os participantes serdo esclarecidos a
respeito da pesquisa e aqueles que concordarem em participar assinardo o termo de
consentimento livre e esclarecido para inicio do estudo. A pesquisa sO tera inicio apos a

aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa — CEP UNEMAT.

Alta Floresta, dezembro de 2017.

Nome

Endereco:

RG/ou CPF

Assinatura do entrevistado ou responsavel:

Responsavel pela Pesquisa:
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B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para os responsaveis
por menores de idade.

ESTADO DE MATO GROSSO

SECRETARIA DE ESTADO DE CIENCIA E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSSO

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAD
CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O menor, . sob sua responsabilidade, esta

sendo convidado (a) como voluntério (a) a participar da pesquisa “Caracterizagdo molecular, efeito
alelopético, citotoxico e utilizagdo do gengibre pela populagio dos municipios de Alta Floresta
e Peixoto de Azevedo, MT, Brasil”. Nesta pesquisa pretendemos identificar o uso do gengibre como
planta medicinal, bem como sua forma de preparacfo e indicagdo de uso, por moradores de Alta
Floresta e Peixoto de Azevedo, com intuito de promaver registro, preservagio e divulgagio dos
resultados obtidos tanto do saber popular quanto das analises de laboratério. Em laboratério serdo
realizados testes de alelopatia, citotoxidade e genotoxidade para identificar se o gengibre, de acordo
com a forma de preparo e também as concentracfes, pode ser tdxico & espécie humana ou a
germinacdo e desenvolvimento de plantas, no intuito de diminuir os riscos do uso como fitoterapico e
possivel aplicagdo na agroecologia. Ainda em laboratério sera realizada a caracterizago molecular
para avaliagio da biodiversidade.

O motivo que nos leva a estudar esse assunto é o fato do gengibre ser uma planta utilizada como
medicamento ha milhares de anos e o conhecimento popular a4 esse respeito pode se perder ao
longo do tempo, caso ndo seja feito um registro documental. Sendo o gengibre utilizado como
fitoterapico, sdo necessarios estudos que analisem a forma de preparo e as concentragfes para
que ndo venham a causar prejuizo & espécie humana (citotoxidade e genoctoxidade) e que possam
ser utilizadas como alternativas a agroquimicos (alelopatia) na agroecologia ou em quintais urbanos.
Para participar desta pesquisa, o menor sob sua responsabilidade ndo tera nenhum custo, nem
recebera qualquer vantagem financeira. Ele sera esclarecido (a) em qualquer aspecto que desejar
e estard livre para participar ou recusar-se a participar. O (A) Sr. (a), como responsavel pelo menor,
podera refirar seu consentimento ou interromper a paricipagido dele a qualguer momento. A
participacdo dele é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou
modificagdo na forma em que € atendido (a). O pesquisador ira tratar a identidade do menor com
padrées profissionais de sigilo. O menor ndo serd identificado em nenhuma publicagio. Os riscos
envolvidos na pesquisa consistem em riscos minimos, pois a entrevista, assembleia geral e posterior
visita & residéncia dos participantes podem gerar alguns incémodos (sociais e/ou culturais). Visando
evitar ou mitigar esses riscos, os pesquisadores far3o uso de linguagem clara e simplificada,

adotando uma postura que respeite a cultura, a faixa etaria e a condigdo socioecondmica dos

Ay, Tancredo Nevas —1095 - Cavalhada
CEP 78 .200-000, CacaresMT

Tal: [65) 3211 2840
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ESTADO DE MATO GROSSO

SECRETARIA DE ESTADO DE CIENCIA E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSSO

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA

participantes da pesquisa, evitando assim os danos previsiveis. A pesquisa contribuira para resgate,
preservacio e socializacdo do conhecimento popular sobre o uso do gengibre como planta
medicinal, além de avaliar sua possivel toxidade relacionada & forma de preparo e concentragao,
bem como apresentar o gengibre como uma alternativa ao uso de agroguimicos e analisar sua
diversidade genética.

Os resultados estardo 4 sua disposicdo quando finalizada. O nome ou o material que indigue a
participagdo do menor ndo seré liberado sem a sua permissdo. Os dados e instrumentos utilizados
na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel, por um periodo de 5 (cinco) anos,
e apos esse tempo serdo destruidos. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas
vias originais, sendo que uma serd arquivada pelo pesquisador responsavel, na Escola

Estadual e a outra sera fornecida ao Sr. (a).
Eu, , portador (a) do documento de
Identidade . responsavel pelo menor

fui informado (a) dos objetivos do presente

estudo de maneira clara e detalhada e esclareci minhas dividas.

Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informacées e modificar a decisdo do menor
sob minha responsabilidade de participar, se assim o desejar. Recebi uma via original deste termo
de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas

duividas.

Alta Floresta, de de 20

Assinatura do (a) Responsavel Assinatura do (a) Pesquisador (a)

Nome do Pesquisador Responsavel: Ana Aparecida Bandini Rossi
Enderego: Rua G4, n°413, Setor G- Centro / CEP: 78.580-000 /Alta Floresta - MT
Fone: (66) 3521 5080

E-mail: anabanrossi@unemat.br

Tal [G5) 3291 2840
e o i E-mail: copfunemat.br

PP i e P -
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C- Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE)

ESTADO DE MATO GROSSO

SECRETARIA DE ESTADO DE CIENCIA E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSSO

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAD
CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Caracterizagao
molecular, efeito alelopatico, citotoxico e utilizagae do gengibre pela populagio dos
municipios de Alta Floresta e Peixoto de Azevedo, MT, Brasil". Nesta pesquisa pretendemos
identificar o uso do gengibre como planta medicinal, bem como sua forma de preparacg3o e indicagao
de uso, por moradores de Alta Floresta e Peixoto de Azevedo, com intuito de promover registro,
preservacdo e divulgagio dos resultados obtidos tanto do saber popular guanto das analises de
laboratério. Em laboratdrio serdo realizados testes de alelopatia, citotoxidade e genotoxidade para
identificar se o gengibre, de acordo com a forma de preparo e também as concentragbes, pode ser
toxico a espécie humana ou a germinacao e desenvolvimento de plantas, no intuito de diminuir os
riscos do uso como fitoterapico e possivel aplicagdo na agroecologia. Ainda em |laboratorio sera
realizada a caracterizagdo molecular para avaliagio da biodiversidade.

O motivo que nos leva a estudar esse assunto € o fato do gengibre ser uma planta utilizada como
medicamento ha milhares de anos e o conhecimento popular 4 esse respeito pode se perder ao
longo do tempo, caso ndo seja feito um registro documental. Sendo o gengibre utilizado como
fitoterapico, sdo necessarios estudos que analisem a forma de preparo e as concentragdes para
que ndo venham a causar prejuizo a espécie humana (citotoxidade e genotoxidade) e que possam
ser utilizadas como alternativas a agroquimicos (alelopatia) na agroecologia ou em quintais urbanos.
Para esta pesquisa adotaremos ofs) seguinte(s) procedimento(s): Vocé respondera ao
guestionamento sobre o fato de sua familia utilizar, ou ndo, o gengibre como planta medicinal.
Para participar desta pesquisa, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um termo de
consentimento. Yocé ndo tera nenhum custo e nem recebera qualguer vantagem financeira. Vocé
sera esclarecido(a) em qualguer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se. O
responsavel por vocé podera retirar o consentimento ou interromper a sua participacio a qualquer
momento. A sua participagdo & voluntaria e a recusa em participar n3o acarmetara qualquer
penalidade ou modificagdo na forma em que é atendido(a). O pesquisador ira tratar a sua identidade
com padrdes profissionais de sigilo. Vocé n3o sera identificado em nenhuma publicagio. Os riscos
envolvidos na pesquisa consistem em riscos minimos, pois a enfrevista, assembleia geral e posterior
visita a residéncia dos participantes podem gerar alguns incimodos (sociais e/ou culturais). Visando

evitar ou mitigar esses riscos, os pesquisadores fardo uso de linguagem clara e simplificada,

A, Tancredo Meves —1085 - Cambada
CEP T8 200-000, ChcnnestT
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ESTADO DE MATO GROSSO

SECRETARIA DE ESTADO DE CIENCIA E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSS0

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA

adotando uma postura que respeite a cultura, a faixa etaria e a condigdo socioeconfmica dos
participantes da pesquisa, evitando assim os danos previsiveis. A pesquisa contribuira para resgate,
preservacdo e socializagd8o do conhecimento popular sobre o uso do gengibre como planta
medicinal, além de avaliar sua possivel toxidade relacionada a forma de preparo e concentragao,
bem como apresentar o gengibre como uma alternativa ao uso de agroquimicos e analisar sua
diversidade genética.

Os resultados estardo a sua disposigio guando a pesquisa for finalizada. Seu nome ou o material
gue indique sua participagdo ndo sera liberado sem a permissdo do responsavel por vocé. Os dados
e instrumentos utilizados na pesquisa ficaro arquivados com o pesquisador responsavel por um
periodo de 5 anos, e apos esse tempo serdo destruidos. Este termo de consentimento encontra-se
impresso em duas vias originais: sendo gue uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel, e a
outra sera fornecida a vocé. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais
de sigilo, atendendo a legislacio brasileira (Resolugio N® 466/12 do Conselho Nacional de Salde),

utilizando as informagbes somente para os fins académicos e cientificos.

Eu, . portador (a) do
Documento de Identidade (se ja tiver documento), fui

Informado (a) dos objetivos da presente pesquisa, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas
dividas. Sei que a gualguer momento poderei solicitar novas informacdes, e o meu responsavel
podera modificar a decisdo de participar se assim o desejar. Tendo o consentimento do meu
responsavel ja assinado, declaro que concordo em participar dessa pesquisa. Recebi o termo de

assentimento e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas ddvidas.

de de 20

Assinatura do (a) menor Assinatura do (a) pesquisador (a)

Nome do Pesquisador Responsavel: Ana Aparecida Bandini Rossi
Endereco: Rua G4, n"413, Setor G- Centro / CEP: T78.580-000 /Alta Floresta - MT

Fone: (66) 3521 5080
E-mail: anabanrossi@unematbr

#v. Tancrada Mewes —1HS - Cambada
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D — Questionario aplicado aos alunos

ESTADO DE MATO GROSSO 888
SECRETARIA DE ESTADO DE CIENCIA E TECNOLOGIA féﬁ
UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSSO W

CAMPUS UNIVERSITARIO DE ALTA FLORESTA

Pesquisa: Uso do gengibre como fitoterapico

Identificagcao — Dados Pessoais

1) Nome:

2) |dade: Sexo: () masculino ( ) Feminino
3) Estado civil:

4) Naturalidade:

5) Mora na: () Zona Urbana () Zona Rural

8) Comunidade e/ou bairro em que reside:

9) Tempo de moradia na comunidade e/ou bairro no municipio?

Dados da Planta — Gengibre
1) Vocé conhece a planta gengibre?

()sim ( )nao

2) Vocé possui gengibre em sua propriedade?

()sim ( )nao

3) Vocé e sua familia fazem uso do gengibre como planta medicinal?

()sim ( )nao

Av. Tancredo Neves —1095 - Cavalhada A
CEP 78.200-000, Caceres/MT .
Univesiodedo Bt et o Tek: (65) 3211 2640

E-mail: cep@unemat.br
- PRPPG | Pré-reitoria

P 3
P ynew’”
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E — Guia de entrevista

ESTADO DE MATO GROSSO CLLY
SECRETARIA DE ESTADO DE CIENCIA E TECNOLOGIA ==
UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSSO ‘@‘

CAMPUS UNIVERSITARIO DE ALTA FLORESTA

Pesquisa: Uso do gengibre como fitoterapico

Identificagdo — Dados Pessoais

1) Nome:

2) Idade: Sexo: () masculino ( ) Feminino
3) Estado civil: Naturalidade:

4) Morana: ( ) Zona Urbana { ) Zona Rural

5) Comunidade efou bairro em que reside:

6) Tempo de moradia na  comunidade efou bairro no municipio?

7) Numero de pessoas que residem na moradia:

a) ( )duas b) ( )trés c) ( )quatro

d) ( )cinco e) ( )6 pessoas f) ( ) outro. Namero:
8) Escolaridade:
a)( )analfabeto b)( )} Ens. Fundamental Incompleto
c) ( ) Ens. Fundamental Completo d) ( ) Ens. Médio Incompleto
e)( ) Ens. Médio Completo f)( ) Superior Incompleto
g)( ) Superior Completo h) ( ) Especializagdo
9) Profissao:
10) Renda aproximada da familia:
a)( ) Até 1 salario minimo b)( ) De 1 a 2 salarios minimos
c)( )de 2 a3 salarios minimos d)( )de3 a4 salarios minimos
e)( ) mais de 4 salarios minimos
11) E beneficiario de algum programa social? ( ) sim ( )néo

Dados da Planta — Gengibre

1) Vocé conhece a planta gengibre? () sim ( )nao
2) Quais as formas de utilizagdo do gengibre que vocé
conhece?
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3) Vocé possui gengibre em sua propriedade? ( ) Sim () N&o

4) Se a resposta for SIM, alguma recomendacéo especial para culth = e

5) Se a resposta for NAO, onde adguire o gengibre?

6) Vocé utiliza o gengibre como planta medicinal? ( ) sim { )nao

7) Como obteve informagdes sobre as propriedades medicinais do gengibre?

{ )reportagem na TV ( ) artigos cientificos () livrosirevistas
( ) pais, avos, familiares... ( ) conversas com vizinhos () redes sociais
{ )outros:

8) Vocé utiliza o gengibre para prevencgdo/tratamento de quais enfermidades?

9) Qual parte do gengibre vocé usa?
{ )rizoma ( )folhas ( )raizes

10) Como vocé prepara o ‘medicamento’ feito com gengibre?

{ )infuséo ( ) maceracdo { ) decocgdo (fervimento) { ) in natura

{ )outros:

11) Descreva a maneira de preparo (quantidade de agua, quantidade da planta, tempo...):

12) Além do uso medicinal, quais as outras formas de uso que faz do gengibre?
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F — Formas de preparo de Zingiber officinale como fitoterdpico descritas pelos

entrevistados.

Entrevistado 03. Xarope (gripe e resfriado): “250 ml de agua, meio
copo de acgucar (utiliza copo americano para medir a quantidade de acucar),
folhas de horteld, flor de mamao macho, acrescentar o gengibre ralado e colocar

tudo em uma panela e levar ao fogo baixo. Mexer até o ponto de xarope”.

Entrevistado 07. Decocto (gripe e resfriado): “um pedago de 5 cm de
gengibre cortado e 2 xicaras de cha de agua ja é suficiente a cada pessoa.
Depois de comecar a ferver, 5 minutos ja é o suficiente para desligar o fogo.

Esfriar e tomar”.

Entrevistado 14. Infuso (gripe, resfriado e dor de garganta): “200 mL
de 4gua, 1 colher de sopa de gengibre ralado ou cortado. Fervo a agua, despejo

em cima e abafo por cerca de 20 minutos e pronto”.

Entrevistado 15. In natura (suco detox): “200 mL de laranja. Duas

folhas de couve, gengibre a gosto. Bata tudo e coe e beba a vontade”.

Entrevistado 36. Cha abafado (Infeccdo de garganta e tosse): “Lava a
batata, corta em pedacos e joga agua sobre ela. Abafar por 15 minutos. Tomar

durante o dia. Observagao: ndo tomar o cha quente”.

Xarope (tosse): “Derrete o acgucar, coloca os
pedacos pequenos, adiciona agua e deixar apurar até virar um xarope. Tomar

uma colher, trés vezes ao dia”.

Entrevistado 38. In natura (tosse): “Limpa, retira a casca e mastiga os

pedacinhos varias vezes ao dia”.

Entrevistado 42. Decocto (gripe e resfriado): “Corta o gengibre em
pedaco, coloca mel e um liméo e meio litro de 4gua. Coloca para ferver e toma

a noite.”

In natura (dor de garganta): “Mascar um pedaco toda

noite durante trés dias ou até sarar a dor.”
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Entrevistado 44. In natura (emagrecer): “Ralar um pequeno pedaco
de gengibre, cortar algumas rodelas de berinjela e espremer um limado em uma
jarra com 1 litro de 4gua e tomar durante o dia. Tomar durante 15 dias e renovar

os ingredientes a cada dois dias”.

Entrevistado 51. In natura (cancer): “Cortar trés rodelas do gengibre,
1 lim&o (suco), 4 a 5 folhas de couve. Colocar mais ou menos 1 litro e meio de

agua. Bater no liquidificador e tomar durante o dia. Manter na geladeira. Ajuda a

nao abaixar a imunidade”.
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ANEXO

A — Parecer consubstanciado do projeto de pesquisa aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT).

UNIVERSIDADE DO ESTADO ‘_qm"'p

comint o measmpisomsa | DE MATO GROSSO - UNEMAT asil
CEP - UNEMAT

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZACAO MOLECULAR, EFEITO ALELOPATICO, CITOTOTIXOD E
UTILIZAGAD DO GENGIBRE PELA POPULAGAO DOS MUNICIPIOS DE ALTA
FLORESTA E PEIXOTO DE AZEVEDO, MT, BRASIL.

Pesquisador: Ana Aparecida Bandini Rossi

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 60333616.8.0000.5166

Instituigdo Proponente: Universidade do Estado de Mato Grosso - UNEMAT

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Mamero do Parecer: 1.851.604

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de um projeto de mestrado, do PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO STRICTO SENSU EM
BIODIVERSIDADE E AGROECOSSISTEMAS AMAZONICOS - PPGBioAgro, que ohjetiva identificar, por
meio de entrevistas abertas, semiestruturadas e estruturadas, moradores nos municipios de Alta Floresta e
Peixoto de Azevedo, regido norte de Mato Grosso que utilizem o gengibre (Zingiber officinale Roscoe) como
fitoterapico, buscando responder questbes sobre quais enfermidades prevenidasftratadas com uso do
gengibre, quais as formas de preparo do fitoterapico tradicional, a importancia relativa do uso do gengibre
no tratamento de enfermidades e qual a similaridade de usos do gengibre entre os conhecedores
pesquisados. Serdo selecionadas duas unidades escolares em cada municipio para o estudo. Em
seguida,sera realizada entrevista com os alunos (20 ano do Ensino Médio), para identificacio das familias
que usam o gengibre como fitoterapico. A partir do resultado da pesqguisa feita junto aos alunos das
unidades escolares sera realizada uma Assembleia Geral para apresentagdo do projeto, convite a
participagdo e assinatura do Termo de Consentimento Livre & Esclarecido (TCLE) por parte dos que
aceitarem participar

da pesquisa. Estas familias serdo visitadas e a pesquisa sera conduzida por meio de entrevista

semiestruturada e estruturada, bem como com a observagdo participativa.

Enderego:  Awv. Tancredo Neves, 1095

Bairro: Cavalhada Il CEP: 78.200-000
UF: MT Municipio: CACERES
Telefone: (65)3221-0067 E-mail: cep@unemat.br
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Também serdo realizados testes de alelopatia, citotoxidade e genotoxidade para identificar se o gengibre,
de acordo com a forma de preparo e também as concentragdes, podem ser toxicos a espécie humana ou a
germinagdo e desenvolvimento de plantas, no intuito de diminuir os riscos do uso como fitoterapico e
possivel aplicagdo na agroecologia.

O gengibre & uma espécie de reprodugio vegetativa, o que reduz a diversidade genética que & fundamental
para adaptagio e evolugio. A caracterizagdo molecular de individuos coletados em diferentes municipios de
Mato Grosso, permitira, por meio de marcadores moleculares, a identificagdo de gendtipos com maior
diversidade, contribuindo para sele¢io de gendtipos com caracteristicas desejaveis para cultivo comercial e

também para programas de melhoramento genético.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Analisar e avaliar o potencial alelopatico e citotdxico do gengibre, caracteriza-lo a nivel molecular & realizar
levantamento de seu uso por parte dos moradores de Alta Floresta e Peixoto de Azevedo, ambos
localizados no MNorte do Estado de Mato Grosso.

Objetivo Secundario:

- ldentificar as formas de uso do Z. officinale por moradores dos municipios de Alta Floresta e Peixoto de
Azevedo, ambos localizados no Morte do Estado de Mato Grosso.

- Avaliar o potencial alelopatico de extratos aquosos dos nzomas de Z. officinale sobre a germinagao e
desenvolvimento inicial de Lactuca sativa L.

- Analisar os efeitos citotdxicos e genotoxicos dos extratos aquosos e hidroalcodlicos de rizomas de Z.
officinale por meio do teste Allium cepa.

- Avaliar a diversidade genética entre gendtipos de Z. officinale, cultivados por diferentes moradores do norte
do estado de Mato Grosso, por meio de marcadores moleculares.

= Produzir & divulgar material informativo sobre o Z. officinale, fazendo a associag&o entre o saber popular e
o cientifico.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Mesta proposta consta:

Riscos:

"Os riscos envolvidos na pesquisa consistern em riscos minimos pois a entrevista, assembleia geral e
posterior visita & residéncia dos participantes podem gerar alguns incomodos (sociais, culturais). Visando
evitar ou mitigar esses riscos, os pesquisadores fardo uso de linguagem clara e simplificada, adotando uma

postura gue respeite a cultura, a faixa etaria e a condicio

Enderego: Av. Tancredo Meves, 1095
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UF: MT Municipio: CACERES
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socinecondmica dos participantes da pesquisa, evitando assim

0s danos previsiveis.”

Os TCLEs e Termo de Assentimento informam que a identidade do sujeito sera preservada e que todos os
esclarecimentos serdo prestados a qualquer momento que o entrevistado desejar, ficando o mesmo livre
para recusar ou interromper sua participacdo na pesquisa em gualguer uma de suas fases.

Beneficios:

Socializag@o e preservagio dos conhecimentos sobre o uso do gengibre como fitoterapico, de modo que
este patriménio cultural ndo se perca no decorrer do tempo.Os participantes serdo esclarecidos sobre os
resultados dos experimentos de efeito citotdxico e genotdxico e assim poderdo utilizar o gengibre como
medicinal de uma forma mais segura, com as dosagens que ndo s3o prejudiciais ao organismo. Serdo
informados também sobre os resultados do experimento de alelopatia, de forma que agueles que se

interessarem poderdo utilizar os extratos de gengibre em suas hortas como um inibidor de plantas daninhas.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa apresenta:

- Respeito aos participantes da pesquisa em sua dignidade e autonomia, reconhecendo sua vulnerabilidade,
assegurando sua vontade de contribuir & permanecer, ou ndo, na pesquisa, por intermédio de manifestagio
expressa, livre e esclarecida;

- PonderagSo entre riscos e beneficios, tanto conhecidos como potenciais, individuais ou

coletivas, comprometendo-se com o maximo de beneficios & o minimo de danos e riscos;

- Garantia de que danos previsiveis serdo evitados; e

- Relevancia social da pesquisa, o gque garante a igual consideragdo dos interesses envolvidos, ndo

perdendo o sentido de sua destinagdo socio-humanitaria.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os termos foram apresentados de acordo com as exigéncias da resolugdo 466/2012 e a Norma
Operacional 001/2013 do CHNS-Conselho Macional de Sadde.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Estado de Mato Grosso CEP/UNEMAT apos analise do
protocolo em comento, de acordo com a resolugdo 466/2012 e a Norma Operacional
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001/2013 do CNS, é de parecer gue ndo ha restricdo ética para o desenvolvimento da pesquisa.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

_Tpn Documento Arquivo I-ﬂ'nstaga-n Autor Situagio
Informagdes Basicas | PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_FP | 21/11/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 788965 pdf 11:12:35
TCLE /Termos de | TCLE_para_os_responsaveis_dos_men | 21/11/2016 |Ana Aparecida Aceito
Assentimento / ores. pdf 11:09:43 | Bandini Rossi
Justificativa de
Auséncia
Outros Roteiro_de_entrevista_para_as_familias| 21/11/2016 |Ana Aparecida Aceito
pdf 11.07:48 | Bandini Rossi
Outros Roteiro_de_entrevista_dos_alunos. pdf 21M11/2016 |Ana Aparecida Aceito
_ 11:07:01 | Bandini Rossi
TCLE / Termos de | Temmo_de_Assentimento.pdf 21M11/2016 |Ana Aparecida Aceito
Assentimento / 11:03:02 |Bandini Rossi
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 14/09/2016 |Ana Aparecida Aceito
16:44:17 | Bandini Rossi
Projeto Detalhado /| Projeto.pdf 14/09/2016 |Ana Aparecida Aceito
Brochura 16:40:31 |Bandini Rossi
nyestigador
Orgamento Orcamento_financeiro. pdf 14/09/2016 |Ana Aparecida Aceito
14:06:03 | Bandini Rossi
Declaragdo de declaracao_de_responsabilidade. pdf 14/09/2016 |Ana Aparecida Aceito
Pesquisadores 13:57:52 |Bandini Rossi
Cronograma Cronograma_de_atividades. pdf 14/09/2016 |Ana Aparecida Aceito
13:52:53 | Bandini Rossi
QOutros Oficio_pdf O7/08/2016 |Ana Aparecida Aceito
15:24:46 | Bandini Rossi
Declaragdo de Declaracao_do_pesquisador.pdf 07/09/2016 |Ana Aparecida Aceito
Pesquisadores 15:10:05 | Bandini Rossi
TCLE / Termos de | TCLE. pdf 07/09/2016 |Ana Aparecida Aceito
Assentimento / 15:07:00 |Bandini Rossi
Justificativa de
Auséncia
Declaragdo de Infraestrutura.pdf 07/09/2016 |Ana Aparecida Aceito
Instituicao e 15:06:24 |Bandini Rossi
LInfraestrutura
Situagdo do Parecer:
Enderego: Av. Tancredo Meves, 1025
Bairro: Cavalhada Il CEP: TB8.200-000
UF: MT Municipio: CACERES
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Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

CACERES, 06 de Dezembro de 2016

Assinado por:
Claumir Cesar Muniz
(Coordenador)
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