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RESUMO

Acessos de mandioca que armazenam agucares livres em suas raizes de reserva e ndo somente amido, como os acessos de
mandioca cultivados comercial mente, vém recebendo destague atual mente. Esses acessos sao popularmente conhecidos como mandiocas
acucaradas ou mandiocabas, e evidenciam potencial de uso na producédo de adlcool combustivel. Entretanto, esse germoplasma ainda
ndo foi suficientemente estudado quanto asua variabilidade genotipica, o que é fundamental para sua conservagéo e utilizagdo no
melhoramento genético. Neste tabal ho, objetivou-se caracterizar por meio de marcadores RAPD 14 acessos de mandioca agucarados
e ndo agucarados. Em laboratdrio, os acessos foram avaliados por meio de 12 iniciadores RAPD. Posteriormente, foi estimada a matriz
de dissimilaridade genética entre 0s acessos, por meio da utilizacao do complemento do indice de Jaccard. Os iniciadores geraram 131
marcadores RAPD, dos quais 73% foram polimorficos, evidenciando a existéncia de variabilidade e a eficiéncia da técnica de RAPD.
Os acessos mais similares foram BGMC 1207 e BGM C 1209, ambos agucarados e 0os menos similares foram o agucarado BGMC
1219 e a cultivar BGMC 436. Os acessos foram divididos em quatro grupos, sendo o primeiro grupo formado pelos 10 acessos
acucarados, 0 segundo grupo formado por dois acessos locais ndo agucarados, o terceiro e o quarto foram formados pel os acessos
melhorados BGMC 753 e BGMC 436. Os resultados obtidos revelaram a existéncia de el evada variabilidade genética entre os acessos
avaliados e diferenciaram os acessos agucarados das cultivares locais ndo agucaradas e das cultivares comerciais ndo agucaradas.

Termos para indexagdo: Manihot esculenta Crantz, recursos genéticos, melhoramento genético, variabilidade genética.

ABSTRACT

Emphasis has been given lately to cassava accessions that accumulate free sugars in their storage roots, besides starch, such
as the commercia cultivars. These accessions are popularly known as sugary cassavas or “mandiocabas’, and present a high potential
for the use in ethanol biofuel production. Nevertheless, this germplasm was not yet sufficiently studied regarding its genotypic
variability, which is of fundamental importance for its conservation and use in genetic improvement. The objective of thiswork was
to characterize, via RAPD marker, 14 sugary and non-sugary cassava accessions. Within Laboratory conditions, the accessions were
evaluated by using 12 RAPD primers. Afterwards, the matrix of genetic dissimilarity among the acessions was estimated by using the
complement of Jaccard index. The primer generated 131 RAPD markers, among which 73% were polymorphic, highlightening the
existence of genetic variability and efficiency of the RAPD technique. The most similar accessions were BGMC 1207 and BGMC
1209, both sugary ones, and the least similar, the sugary accession BGMC 1219 and the cultivar BGMC 436. The accessions were
divided into four groups, the first group was composed by the 10 sugary accessions, the second group consistecs of two local non-
sugary accessions, the third and fourth groups were composed by the improved accessions BGMC 753 and BGMC 436. The results
obtained reveal the existence of high genetic variability among the evaluated accessions and differed the sugary accessions from local
non-sugary and the non-sugary commercial cultivars.

Index terms: Manihot esculenta Crantz, genetic resources, genetic improvement, genetic variability.

(Recebido em 11 de junho de 2009 e aprovado em 21 de maio de 2010)

INTRODUCAO

As raizes tuberosas da mandioca (Manihot
esculenta Crantz) figuram entre as mais importantes fontes
de caorias na dimentacdo da populacdo de vérios paises

guantidades de amido em condi¢es em que outras culturas
seguer sobreviveriam. No Brasil, centro de origem e
diversidade da espécie (Olsen, 2004) a mandioca é cultivada
em todas as regides, visando a sua utilizagdo naindlstria,

tropicais, em especial naAfricae no Brasil (Cock, 1985). A
cultura tem destaque especialmente em paises em
desenvolvimento, principalmente em raz8o da sua
rusticidade e da capacidade de produzir elevadas

aimentacdo humana e animal (Oliveira & Moraes, 2009;
Lopeset a., 2010).

Atuamente, vém recebendo amplo destaque entre
pesquisadores e produtores de mandioca do Brasil e do
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mundo, acessos de mandioca popularmente conhecidos
como mandiocas agucaradas ou mandiocabas, que
armazenam agucares livres em suas raizes de reserva e néo
somente amido, como a grande maioria dos acessos de
mandioca cultivados comercialmente (Carvalho et al., 2000,
2004). Assim, amandioca que semprefoi cultivada em razéo
de suas raizes tuberosas ricas em amido €/ou de sua parte
aérearicaem proteinas, apresenta agora novas possi bilidades
de utilizagdo na industria. Esses acessos diferenciados
podem vir a ser empregados na producéo de glicose sem
hidrdlise do amido, na producéo de amido com variabilidade
na proporcao amilose/amilopectina, na produgéo de amido
do tipo glicogénio, na producdo de dcool (combustivel e
para indlstria de cosméticos), na siderdrgia, entre outras
utilidades (Carvalho et al., 2000, 2004).

Entretanto, esses acessos ainda ndo foram
suficientemente estudados quanto a sua variabilidade
genética, o que é fundamental para sua conservacdo e
utilizag8o direta ou no melhoramento genético. Estudos
de variabilidade genética possibilitam inferéncias a
respeito da organizacdo do germoplasma, aumentam a
eficiéncia da amostragem de genétipos, auxiliam na
definicdo de combinagBes de genitores, naincorporacéo
de genes de germoplasma exético e narecomendacado de
cultivares para determinada regido, quando o objetivo é
aumentar a base genética sob cultivo (Mohammadi &
Prasana, 2003).

A utilizag8o isolada ou em conjunto de dados
fenotipicos e moleculares sdo as principais ferramentas
para a estimativa da variabilidade genética entre um
conjunto de gendtipos (Vieiraet a., 2007). Em mandioca,
0s marcadores moleculares vém sendo utilizados com
elevada frequéncia na estimativa da variabilidade genética
dentro da espécie Manihot esculenta Crantz (Assante &
Offei, 2003; Costa et d., 2003; Zacarias et a., 2004; Ferreira
et al., 2008) ou entre diferentes espécies do género
Manihot (Colombo et al., 2000; Carvalho & Schaal, 2001,
Olsen, 2004), uma vez que estes apresentam ampla
capacidade de acessar as informacdes contidas no
genoma de um organismo. Em mandioca, também vém
sendo utilizados caracteres fenotipicos em associacdo
com as técnicas multivariadas, na quantificacdo da
variabilidade genética em mandioca (Mkumbiraet al., 2003;
Nick et al., 2008). Em relacdo aos caracteres fenotipicos,
0s marcadores moleculares apresentam a vantagem de
nao sofrerem influéncia do ambiente e de exibirem grande
capacidade de deteccdo de variabilidade genética, porém
apresentam a desvantagem de acessarem 0 genoma como
um todo e ndo somente as regides responsaveis pela
manifestacdo dos caracteres de interesse. Dentre as

diversas técnicas de marcadores moleculares, o0 RAPD
(polimorfismo de DNA amplificado ao acaso) merece
destaque, pelo baixo custo, pelarépida e facil execugdo e
pelo fato de ndo exigir a sintese de iniciadores
especificos.

Neste trabal ho, objetivou-se caracterizar por meio
de marcadores RAPD 14 acessos de mandioca agucarados
e ndo agucarados conservados no Banco Regiona de
Germoplasma de Mandiocado Cerrado (BGMC).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 14 acessos de mandioca mantidos
no Banco Regional de Germoplasma de Mandioca do
Cerrado (BGMC), sendo 10 acessos agucarados, dois
acessos locais introduzidos no BGMC como sendo
acucarados e duas cultivares recomendadas para o cultivo
naregido do Cerrado, sendo uma de mesa e uma de indistria
(Tabelal).

As amostras de DNA utilizadas na obtenc&o de
marcadores RAPD foram extraidas a partir de folhas em
estagio intermediario de maturagdo, por meio do método
do CTAB, com modificagbes (Faleiro et al., 2003). As
reacOes de amplificagdo foram realizadas em um volume
total de 13,4, contendo Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50
mM, MgCl2 3 mM, 1004M de cada um dos
desoxiribonucleotidios (AATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,4uM
de um iniciador (Operon Technologies Inc., Alameda, CA,
EUA), uma unidade da enzima Taq polimerase e,
aproximadamente, 15 ng de DNA. Para obtencdo dos
marcadores RAPD, foram utilizados 12 iniciadores
decameros: OPD (02, 08, 18), OPF (08), OPG (05, 08, 09, 15
e 16), OPH (10, 16 e 17). Na etapa de amplificacdo dos
segmentos de DNA, foi utilizado um termociclador
programado para 40 ciclos, cada um constituido pela
seguinte sequéncia: 15 segundos a 94° C, 30 segundos a
35° C €90 segundos a 72° C. Ap6s 0s 40 ciclos, foi realizada
uma etapa de extensdo final de seis minutos a 72° C, e
posteriormente, atemperatura foi reduzida para4° C. Apds
aamplificacéo, foram adicionadas, a cada amostra, 34 de
uma mistura de azul de bromofenol (0,25%) e glicerol
(60%) em &gua. Essas amostras foram aplicadas em gel
de agarose (1,2%), corado com brometo de etidio,
submerso em tampdo TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1
mM). A separacio eletroforéticafoi de, aproximadamente,
quatro horas, a 90 volts. Ao término da corrida, os géis
foram fotografados sob |uz ultravioleta.

Os produtos das reacbes de amplificagdo
(marcadores RAPD) foram classificados em presenca (1) e
auséncia (0) de bandas e convertidos em uma matriz de
dados binarios, apartir da qual foi estimado: i) o conteudo
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de informag&o de polimorfismo (CIP) de cada marcador
de cada iniciador, por meio daférmula CIP = 2f (1-f)), na
qual fi éafrequénciade presencade banda (1), e (1-fi) &
afrequéncia de auséncia de banda (0) e, posteriormente,
foi estimado o CIP médio de que cadainiciador por meio
da média aritmética do CIPs obtidos; ii) o indice do
marcador (IM) calculado para cada iniciador por meio da
formulaIM = PIC x nbp, onde npb é o nimero de bandas
polimorficas (Powell et al., 1996); eiii) a similaridade
genética entre 0s acessos, por meio do coeficiente de
Jaccard (Jaccard, 1908), conforme aequagéo: S;= N,/
(N; +N;+N); emque: N, = nimero de bandas presentes
em ambos os acessos i € j; N, = numero de bandas
presentes no acesso i, € N. = nimero de bandas presentes
no acesso j. A similaridade genéticafoi transformada em
dissimilaridade genética segundo a equagéo: D, =1-S,,
emque: D, = dissimilaridade genética entre cadja par dei
ej acessos, S, = similaridade genética entre cada par dei
€] acessos.

Com base na matriz de dissimilaridade, foi
construido um dendrograma, por meio do método de
agrupamento da disténciamédia (UPGMA). O guste entre
amatriz de dissimilaridade e o dendrogramafoi estimado
pelo coeficiente de correlagéo cofenética (r), conforme Sokal
& Rohlf (1962), por meio do programa computacional
NTSYS pc 2.1 (Rohlf, 2000). A estabilidade dos
agrupamentos foi computada por meio da andlise de
Bootstraping com 500 replicacdes por meio do programa
Genes (Cruz, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 12 iniciadores utilizados geraram um total
de 131 marcadores RAPD, dos quais 96 (73%) foram
polimarficos, evidenciando a existéncia de variabilidade
genética e a eficiéncia da técnica de RAPD na deteccéo da
variabilidade genética presente nos 14 acessos estudados.
A elevada variabilidade genética dos acessos observada
com base em marcadores moleculares é explicada pela
dimensdo continental do Brasil e da grande diversidade
ambiental (solo e clima) e cultural (diferentes usos da
mandioca) com a qual a mandioca evoluiu. A alta
variabilidade genética de acessos de mandioca e a
eficiéncia da técnica de RAPD na deteccao de tal
variabilidade tém sido verificada em vérios trabalhos
(Colombo et a., 2000; Asante & Offei, 2003; Costa et d.,
2003; Zacarias et d., 2004; Ferreiraet a., 2008).

Dentre os iniciadores utilizados, o que evidenciou
0 maior nimero de bandas polimérficas (12), maior contelido
de informacdo de polimorfismo (CIP) (0,27) e maior
informagéo de polimorfismo (MI) (2,70) foi o iniciador OPG-
08 (Tabela2). O menor nimero de bandas polimdrficas (3)
e CIP (0,07) foi revelado pelo iniciador OPH-10, enquanto
que o menor MI (0,51) foi revelado pelo marcador OPH-10
(Tabela 2). Em meio as bandas polimérficas, duas foram
detectadas em todos os acessos ndo agucarados e em
nenhum agucarado (nos iniciadores OPH-10 e OPH-17),
enquanto que uma banda foi detectada em todos os
acessos agucarados e em nenhum dos ndo agucarados

Tabela 1 — Acessos de mandioca agucarados e ndo agucarados analisados e seus respectivos nomes comuns.

Acessos Nome comum Tipo

BGMC 1208 Sem denominagéo local ndo agucarado
BGMC 1210 Sem denominagéo local ndo agucarado
BGMC 1212 Sem denominagdo acucarado

BGMC 1213 Sem denominacéo acucarado

BGMC 1211 Sem denominag&o acucarado

BGMC 1217 Iguagu agucarado

BGMC 1215 Castanhal acucarado

BGMC 1207 Sem denominac&o acucarado

BGMC 1209 Sem denominagdo acucarado

BGMC 1214 Sem denominacéo acucarado

BGMC 1219 S0 Francisco 1 acucarado

BGMC 1220 S&o Francisco 2 acucarado

BGMC 753 IAC 756-70 (mandioca de mesa) melhorado néo agucarado
BGMC 436 IAC 12 (mandioca de indUstria) melhorado n&o agucarado
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(no iniciador OPF-8). Essas bandas podem constituir
marcadores com grande potencial para a diferenciagéo dos
gendtipos quanto a presenca ou auséncia do fendtipo
acucarado nas raizes. Além disso, podem vir a ser
importantes no mapeamento genético, para a deteccdo de
associagdo entre marcadores e locos controladores do
cardter (Okogbenin et a., 2006), uma vez que podem estar
pelo menos parcialmente associadas ao fendtipo raizes
acucaradas.

A dissimilaridade genética estimada por meio de
marcadores RAPD evidenciou que 0S acessos mais
similares foram BGMC 1207 e BGMC 1209, ambos
acucarados e que 0s menos similares foram o acesso
acucarado BGMC 1219 e a cultivar de mandioca de
industria recomendada para o plantio na regido do
cerrado BGMC 436. A andlisedaFigura 1 e os valores
percentuais de agrupamentos coincidentes apés 500
ciclos de bootstraping permitiram a particdo dos
acessos avaliados em quatro grupos de similaridade. O
primeiro grupo formado pelos 10 acessos agucarados
(BGMC 1212, BGMC 1213, BGMC 1211, BGMC 1217,
BGMC 1215, BGMC 1207, BGMC 1209, BGMC 1214,
BGMC 1219 e BGMC 1220) com uma percentagem de
agrupamentos coincidentes de 96%. O segundo grupo
formado pelos acessos locais BGMC 1208 e BGMC 1210,
gue foram introduzidos no BGMC como agucarados, mas
que ndo evidenciaram o fenétipo nas condi¢des do
Cerrado, possivelmente em razéo de falhas ocorridas na
etiquetagem destes acessos durante a coleta dos

mesmos com uma percentagem de agrupamento
coincidente de 100%. O terceiro e o quarto grupo de
similaridade foram representados pelo acesso BGMC 753
(cultivar recomendada para a mesa) e pelo acesso BGMC
436 (cultivar recomendada para a industria),
respectivamente. O ndo agrupamento das cultivares
paramesaeindustriaevidenciaas diferencas genéticas
entre elas e também em relacdo aos acessos agucarados.

Os resultados revelaram a existéncia de
variabilidade genética entre os acessos agucarados
avaliados, ja que ndo foi detectada nenhuma similaridade
de 100%, o que é importante para 0 melhoramento
genético que é dependente de variabilidade (Allard, 1999).
Essa variabilidade em nivel de DNA aponta para a
possibilidade de também haver variagdo quanto ao
potencia agrondmico no grupo de acessos agucarados
mantidos no BGMC. A técnica de RAPD também se
mostrou eficiente na discriminagdo dos acessos em
funcd@o do fendtipo aglicares nas raizes, uma vez gue
nenhum acesso nNdo agucarado agrupou-se com acessos
acucarados no primeiro nivel hierarquico, o que,
provavelmente, seja reflexo desses acessos terem uma
origem e domesticacdo diferenciada. Esse resultado é
interessante umavez que muitos estudos tém revelado a
inexisténcia de associagdo entre o local geogréafico de
col eta de acessos de mandioca e as distancias genéticas
estimadas por meio de marcadores moleculares (Mhlen
et al., 2000; Assante & Offei, 2003; Costa et al., 2003;
Zacarias et al., 2004; Ferreira et al., 2008). Entretanto,

Tabela 2 — Iniciadores utilizados para obtencao dos marcadores RAPD, respectivo nimero de bandas polimorficas,
ndmero de bandas monomorficas, conteudo de informacdo de polimorfismo (CIP) e indice do marcador (IM).

Iniciadores  Sequéncia 5 —3°  N°debandas polimorficas  N° de bandas monomorficas  CIP IM

OPD-02 GGACCCAACC 5 0 017 085
OPD-08 GTGTGCCCCA 9 4 018 1,62
OPD-18 GAGAGCCAAC 9 9 0,07 0,63
OPF-08 GGGATATCGG 11 2 023 253
OPG-05 CTGAGACGGA 10 4 019 1,90
OPG-08 TCACGTCCAC 12 0 020 240
OPG-09 CTGACGTCAC 9 1 019 171
OPG-15 ACTGGGACTC 5 2 024 1,20
OPG-16 AGCGTCCTCC 5 4 015 0,75
OPH-10 CCTACGTCAG 3 3 017 051
OPH-16 TCTCAGCTGG 10 3 027 270
OPH-17 CACTCTCCTC 8 3 020 1,60
TOTAL 96 35 019 153
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Colombo et al. (2000) detectaram a existéncia de tendéncia
de agrupamentos coincidentes quando foram
consideradas caracteristicas como precipitacdo e
temperatura do local origem dos acessos. O coeficiente
de correlagdo cofenética do dendrograma (r= 0,99) revelou
elevado ajuste entre a representacao grafica da
dissimilaridade genética e a matriz de dissimilaridade
original, o que justifica que sejam realizadas inferéncias
por meio da avaliagdo visua daFigural.

Fato interessante foi que os acessos BGMC 1208
e BGMC 1210 que haviam sido introduzidos no BGMC
como agucarados e que somente apds a coleta de
amostras foliares para a execucéo deste estudo foi
detectado que nas condi¢des do Cerrado brasileiro ndo
apresentam fenotipo agucarado formaram um grupo
isolado em todas as técnicas empregadas. Isso revela

BGMC1208n—1009

BGMC1210n—
BGMC1212a
BGMC1213a
BGMC1220a
BGMC1211a
BGMC1215a———

BGM C1207a:’%
BGMC1209a

100%

48%

96%

64%

que esses acessos apresentam um backgroud genético
diferente dos acessos acucarados e das variedades
recomendas para o cultivo naregido do Cerrado. O fato
dos dois acessos oriundos de programas de
melhoramento genético do Instituto Agronémico de
Campinas (IAC) BGMC 753 e BGMC 436 terem
evidenciado elevada divergéncia genética em relagcdo aos
demais acessos analisados (agucarados e gendtipos
locais ndo agucarados) revelou que o processo de selecdo
artificial realizado pelos melhoristas nas estagfes de
pesquisa redundou em ampla divergéncia genética entre
0s acessos melhorados e 0s acessos locais agucarados
ou ndo agucarados (Figura 1). Resultados semelhantes
haviam sido reportados por Assante & Offei (2003) ao
estudarem a variabilidade genética de 47 acessos locais
de mandioca e de trés cultivares.

100%

16%

BGMC1219a
BGMC1217a
BGMC1214a

BGMC753n

100%

BGMCA436n

- T
0.00 0.20

I T
0.40

T I T T I
0.59 0.79

Figura 1 — Dendrograma resultante da andlise de agrupamento de 10 acessos de mandioca agucarados (a) e 4 ndo
acucarados (n), obtido pelo método UPGMA, utilizando o complemento do indice de similaridade de Jaccard, obtido a
partir da analise de RAPD, como medida de distancia genética. Os valores encontrados nos grupos indicam o valor
percentual de vezes que os gendtipos agruparam juntos em 500 ciclos de analise de bootstraping. O valor do coeficiente

de correlacdo cofenética (r) € de 0,99.
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CONCLUSOES

Os marcadores RAPD mostraram eficiéncia na
determinacdo da variabilidade genética entre acessos de
mandioca agucarados e ndo agucarados e diferenciaram
claramente 0s acessos agucarados dos acessos locais ndo
acucarados e dos acessos melhorados.
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