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Caracterizagcao molecular e variabilidade genética de acessos elite de
mandioca para fins industriais

Molecular characterization and genetic variability of elite cassava
accessions for industrial purpose

Eduardo Alano Vieira™ Josefino de Freitas Fialho' Fabio Gelape Faleiro' Graciele Bellon'
Kenia Gracielle da Fonseca' Luiz Joaquim Castelo Branco Carvalho™ Marilia Santos Silva'

RESUMO

Marcadores moleculares sdo ferramentas uteis na
caracteriza¢do molecular de acessos de mandioca, em razdo
de apresentarem elevada capacidade de detec¢do das
informagédes contidas no genoma. O objetivo deste trabalho
foi caracterizar, por meio de marcadores RAPD, 20 acessos de
mandioca para fins industriais conservados no Banco Regional
de Germoplasma de Mandioca do Cerrado (BGMC). Em
laboratério, os acessos foram avaliados por meio de
marcadores RAPD, sendo posteriormente estimada a matriz
de similaridade genética entre os acessos, por meio do indice
de Jaccard. A andlise, feita através de 11 iniciadores, gerou
um total de 120 marcadores RAPD, dos quais 74 (62%) foram
polimorficos, revelando a presenga de elevada variabilidade
genética no grupo de acessos avaliados. A andlise de
agrupamento revelou a formagdo de apenas um agrupamento
forte, formado pelos acessos BGMC 1130, BGMC 788, BGMC
1270 e BGMC 1107, o que indica que, no melhoramento
genético de mandioca, ndo devem ser priorizadas hibridagéoes
entre esses acessos, sob pena de efeitos de endogamia. Por sua
vez, o acesso BGMC 436 foi o mais divergente em relagdo aos
demais e, como expressa elevado potencial produtivo na regido
do Cerrado do Brasil Central, representa boa op¢do como
genitor para o melhoramento de mandioca para essa regido.
O estudo comprovou que os marcadores RAPD sdo eficientes
na determinagdo da variabilidade genética dos acessos
avaliados e que neste grupo existe elevada variabilidade
genética passivel de ser utilizada no melhoramento genético.

Palavras-chave: Manihot esculenta Crantz, recursos genéticos,
melhoramento genético, fécula.

ABSTRACT

Molecular markers are useful tools for the
molecular characterization of cassava accessions since they

present high capacity to detect information within the genome.
The aim of this research was to characterize through RAPD
molecular markers, 20 industrial cassava accessions conserved
in the Cerrado Cassava Regional Germoplasm Bank (“Banco
Regional de Germoplasma de Mandioca do Cerrado”-BGMC).
Upon laboratory conditions, the accessions were evaluated
though RAPD markers, being afterwards estimated by the matrix
of genetic similarity among the accessions, through the Jaccard
index. The analyses through 11 primers generated a total of
120 RAPD markers, among which 74 (62%) were polymorphic,
revealing the presence of high genetic variability within the
group of evaluated accessions. The clustering analyses revealed
the formation of a single strong group, comprised of the
accessions BGMC 1130, BGMC 788, BGMC 1270 and BGMC
1107, which indicates that the cassava genetic breeding
hybridizations among these accessions should not be prioritized,
upon risk of endogamy effects. The accession BGMC 436 was
the most divergent as compared to the others and, as it expresses
high productive potential within the Central Brazil Cerrado, it
represents a good option as parent for the cassava breeding in
this region. The study confirmed that the RAPD markers are
efficient for the determination of genetic variability among
evaluated accessions and that within the group there is high
genetic variability useful for the plant breeding.

Key words: Manihot esculenta Crantz, genetic resources, plant
breeding, starch.

INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) foi
provavelmente domesticada na regido de transicdo
entre o Cerrado e a Amazonia, ha cerca de seis mil anos,
em razdo de suas raizes tuberosas ricas em amido e
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amplamente utilizadas na alimentagao das populacdes
pré-colombianas (OLSEN, 2005; CARVALHO, 2005). No
Brasil, a cultura € cultivada de Norte a Sul, revelando
elevada capacidade de adaptagdo as mais diversas
condi¢des ambientais, desde o clima tropical umido da
Amazonia até o clima subtropical do Rio Grande do
Sul. A cultura é cultivada principalmente visando a
alimenta¢do humana, na forma de fécula, farinha e in
natura (cozida e/ou frita). Também pode ser utilizada
na alimentag@o animal (parte aérea e/ou raizes) e na
industria quimica, metalurgica, téxtil, farmacéutica,
plastica, entre outras (CARDOSO & SOUZA, 2002).

No Brasil, a produgdo de fécula, derivado
de mandioca com maior potencial de comercializagdo
no mercado nacional e internacional, esta concentrada
nos Estados do Parana, Sao Paulo e Mato Grosso do
Sul. Entretanto, nos ultimos anos, vém crescendo a
demanda dos produtores por variedades de mandioca
de interesse para a indistria, especificas para o Cerrado
do Brasil Central, como consequéncia da instalagdo de
novas fecularias na regido e da perspectiva de mercado
criada (VILPOUX, 2008).

Nesse contexto, fica evidente a necessidade
de realizacao de melhoramento genético nessa espécie,
visando a selegdo de constituigdes genéticas
especificas para a regido do Cerrado do Brasil Central.
Entretanto, para que o melhoramento genético seja
eficiente, é necessario conhecimento a cerca da
variabilidade genética existente na colegdo de trabalho,
da qual ser@o selecionados os genitores a serem
utilizados na geragdo das populagdes hibridas, o que
facilitara sobremaneira a tomada de decisdo a cerca da
utilizagdo e da conservacgdo do germoplasma disponivel.

Na cultura da mandioca, marcadores
moleculares vém sendo utilizados com elevada
frequéncia na estimativa da variabilidade genética, em
razdo de apresentarem elevada capacidade de detecgao
das informagdes contidas no genoma (ZACARIAS et
al.,2004; FERREIRA etal., 2008, VIEIRA etal., 2008a).
Dentre as diversas técnicas de marcadores moleculares,
o polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD)
merece destaque, pelo baixo custo, pela rapida e facil
execucdo e pelo fato de ndo exigir a sintese de
iniciadores especificos.

Neste trabalho, objetivou-se caracterizar, por
meio de marcadores RAPD, 20 acessos de mandioca
de interesse para a industria conservados no Banco
Regional de Germoplasma de Mandioca do Cerrado
(BGMC).

MATERIAL E METODOS

Neste estudo, foram analisados vinte
acessos elite de mandioca de interesse para a indastria
mantidos no Banco Regional de Germoplasma de
Mandioca do Cerrado (BGMC), sendo quatro

desenvolvidos pelo programa de melhoramento
genético de mandioca do Instituto Agrondémico de
Campinas (IAC), oito pelo programa de melhoramento
genético de mandioca da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical (CNPMF) e oito variedades locais,
selecionadas em razdo de apresentarem potencial de
adaptacao as condi¢des do Cerrado do Brasil Central
como variedades para industria (Tabela 1) (VIEIRA et
al., 2008b).

Amostras de DNA para obtencdo dos
marcadores RAPD foram obtidas a partir de 5g de folhas
em estagio intermediario de maturacdo, utilizando o
método do brometo de cetiltrimetiloménio (CTAB), com
pequenas modificagoes (FALEIRO etal., 2003). O DNA
foi quantificado por espectrofotometria a 260nm ¢ a
relacdo A260/A280 foi utilizada para avaliar a pureza
do DNA.

As reagdes de amplificagdo foram realizadas
em um volume total de 13uL, contendo Tris-HCI 10mM
(pH 8,3), KC1 50mM, MgCI2 3mM, 100uM de cada um
dos desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e
dCTP), 0,4uM de um iniciador, uma unidade da enzima
Taq polimerase e 15ng de DNA. Na obtencdo dos
marcadores RAPD, foram utilizados 11 iniciadores

Tabela 1 - Acessos de mandioca de indéstria analisados com
respectivos nomes comuns e locais de
coleta/procedéncia (LCP).

Acessos Nome comum LCP

BGMC 436 1AC 12
BGMC 1130 IAC 13
BGMC 788 IAC 14
BGMC 1270 IAC 15

IAC — S3o Paulo®
IAC — Sdo Paulo”
IAC - Sdo Paulo”
IAC — S#o Paulo”

BGMC 1304  Clone 9661/06 CPMF - Bahia™
BGMC 1107 Fécula Branca Parana

BGMC 1286 Roxinha Santa Catarina
BGMC 1297  BRS Mani-Branca CPMF — Bahia™
BGMC 1305  Clone 9688/07 CPMF - Bahia™
BGMC 1298  Clone 9794/06 CPMF - Bahia™
BGMC 991 Clone 03 CPMF - Bahia™
BGMC 923 BRS Formosa CPMF - Bahia™
BGMC 1356 Piriquita Minas Gerais
BGMC 996 Clone 09 CPMF - Bahia™
BGMC 1299  CNPMF 9607/7 CPMF - Bahia™
BGMC 1265 Fibra Parana

BGMC 1262 Enita Brava Tocantins
BGMC 1371 Araras Peciolo Vermelho  Minas Gerais
BGMC 1372 Araras Peciolo Amarelo Minas Gerais
BGMC 56 Branca de Santa Catarina  Santa Catarina

"=Programa de melhoramento genético de mandioca do Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), baseado em Campinas (SP);

" Programa de melhoramento genético de mandioca da Embrapa
Mandioca e Fruticultura Tropical, baseado em Cruz das Almas
(BA).
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decameros da série Operon (Operon Biotechnologies):
OPD (02), OPE (12), OPF (08), OPG (05, 08,09, 15 ¢ 16),
OPH (4, 13 e 15). Na etapa de amplificacdo dos
segmentos de DNA, foi utilizado termociclador
programado para 40 ciclos, cada um constituido pela
seguinte sequéncia: 15 segundos a 94°C, 30 segundos
a 35°C e 90 segundos a 72°C. Apos os 40 ciclos, foi
realizada uma etapa de extensao final de seis minutos a
72°C e, posteriormente, a temperatura foi reduzida para
4°C. Apo6s a amplificagdo, foram adicionadas, a cada
amostra, 3pul de uma mistura de azul de bromofenol
(0,25%) e glicerol (60%) em agua. Essas amostras foram
aplicadas em gel de agarose (1,2%), corado com
brometo de etidio, submerso em tampao TBE (Tris-
Borato 90mM, EDTA 1mM). Os produtos amplificados
foram separados eletroforeticamente e fotografados sob
luz ultravioleta.

Os produtos das reagdes de amplificagdo
(marcadores RAPD) foram classificados em presenga
(1) e auséncia (0) de bandas e convertidos em uma
matriz de dados binarios, a partir da qual foi estimado:
i) o conteudo de informagao de polimorfismo (CIP) de
cada marcador de cada iniciador, por meio da formula
CIP=2f(1-f}), em que fi ¢ a frequéncia de presenca de
banda (1), 1-fi é a frequéncia de auséncia de banda (0),
e posteriormente foi estimado o CIP médio de cada
iniciador por meio da média aritmética do CIPs obtidos; ii)
o indice do marcador (IM), calculado para cada iniciador
por meio da formula IM=PIC x nbp, em que npb € o
numero de bandas polimérficas (POWELL et al., 1996);
e iii) a similaridade genética entre os acessos, por meio
do coeficiente de Jaccard (JACCARD, 1908), conforme
aequacdo: S;=Ny/(N;+N;+N;j), em que: Njj= nlimero
de bandas presentes em ambos os acessosiej; N; = o
numero de bandas presentes no acesso i; € N; = o
numero de bandas presentes no acesso j.

Com base na matriz de similaridade, foi
construido um dendrograma por meio do método de
agrupamento da distdncia média (UPGMA). O ajuste
entre a matriz de dissimilaridade e o dendrograma foi
estimado pelo coeficiente de correlagdo cofenética (r),
conforme SOKAL & ROHLF (1962), por meio do
programa computacional NTSYS pc 2.1 (ROHLEF, 2000).
A estabilidade dos agrupamentos foi estimada por meio
da analise de bootstraping com 500 replicagdes, por
meio do programa Genes (CRUZ, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de 20 acessos de mandioca de
interesse para a industria por meio de 11 iniciadores
gerou um total de 120 marcadores RAPD, dos quais 74
(62%) foram polimorficos (Tabela 2). A elevada eficiéncia
da técnica de marcadores RAPD na discriminagéo de
acessos de mandioca ja havia sido relatada por
COLOMBO etal. (2000); ASANTE & OFFEI, (2003);

ZACARIAS etal., (2004); e VIEIRA et al. (2008a), que
encontraram porcentagens de polimorfismo de 46%,
97,5%, 84,6% e 73%, respectivamente. Os iniciadores
que evidenciaram mais bandas polimoérficas (BP),
maiores conteudos de informag&o de polimorfismo (CIP)
e maiores informagdes de polimorfismo (MI) foram OPG-
15 e OPF-08, com, respectivamente, 15 ¢ 14 (BP); 0,27 ¢
0,21 (CIP); €4,05 €2,94 (MI) (Tabela 2). Por outro lado,
o0 Unico iniciador que ndo revelou polimorfismo entre
os acessos avaliados foi o OPH-13 (Tabela 2).

A matriz similaridade genética revelou que
0s acessos mais similares foram BGMC 1286 (variedade
local procedente do Estado de Santa Catarina) e BGMC
1297 (variedade melhorada recomendada para o cultivo
no nordeste do Brasil) (Figura 1) e que os acessos que
revelaram a menor similaridade genética entre si foram
BGMC 1270 (IAC 15 variedade melhorada recomendada
para o cultivo na regido centro-sul do Brasil) e BGMC
1371 (variedade local procedente do Estado de Minas
Gerais) (matriz de similaridade ndo apresentada).

A andlise da figura 1 revelou a formagao de
apenas dois agrupamentos fortes, com mais de 70% de
agrupamentos coincidentes, sendo um formado pelos
acessos BGMC 1130, BGMC 788, BGMC 1270 e BGMC
1107 com uma percentagem de agrupamento coincidente
de 75% (Figura 1). Dentre os acessos do referido grupo,
trés foram desenvolvidos pelo programa de
melhoramento genético do IAC e um ¢ a variedade
procedente do Estado do Parana, conhecida
popularmente como Fécula Branca (Tabela 1). Do ponto
de vista pratico, esse cenario indica que, no
melhoramento genético de mandioca de industria, ndo
devem ser priorizadas hibrida¢des entre esses acessos,
sob pena de efeitos de endogamia, que, segundo

Tabela 2 - Iniciadores utilizados para obten¢do dos marcadores
RAPD, respectivo numero de bandas polimoérficas
(BP), numero de bandas monomorficas (BM),
contetido de informacdo de polimorfismo (CIP) e
indice do marcador (IM).

Iniciadores Sequéncia BP BM CIP IM
553
OPD-02  GGACCCAACC 5 3016 080
OPE-12  TTATCGCCCC 9 4 026 234
OPF-08  GGGATATCGG 14 1 021 294
OPG-05  CTGAGACGGA 6 5017 1,02
OPG-08  TCACGTCCAC 4 011 066
OPG-09  CTGACGTCAC 5025 2,00
OPG-15  ACTGGGACTC 15 3 027 405
OPG-16  AGCGTCCTCC 4 4 013 052
OPH-04  GGAAGTCGCC 3 7006 0,18
OPH-13  GACGCCACAC 0 5000 0,00
OPH-15  AATGGCGCAG 4 5008 032
TOTAL 74 46 0,15 135

Ciéncia Rural, v.40, n.12, dez 2010.
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Figura 1 - Dendrograma resultante da analise de 20 acessos de mandioca de industria, obtido pelo método
de agrupamento UPGMA, com base na matriz de similaridade genética obtida por meio do
coeficiente de Jaccard, utilizando-se 74 marcadores RAPD. Os valores encontrados nos grupos
indicam o valor percentual de vezes em que os genotipos se agruparam juntos em 500 ciclos
de analise de bootstraping. O valor do coeficiente de correlagdo cofenética (r) ¢ de 0,80.

o0 080

CEBALLOS etal. (2004), sdo muito pronunciados em
mandioca. Por sua vez, o acesso BGMC 436, que
também foi desenvolvido pelo IAC, foi o mais
divergente em relago aos demais (Tabela 1 e Figura 1)
e, como expressa elevado potencial produtivo na regido
do Cerrado do Brasil Central (VIEIRA et al., 2008a),
representa boa opg¢do como genitor para o
melhoramento de mandioca para essa regido, para
cruzamentos com os demais acessos avaliados. Outro
agrupamento forte com uma porcentagem de
agrupamento coincidente de 83% foi formado pelos
acessos BGMC 1286 (variedade local de Santa Catarina)
e BGMC 1297 (variedade melhorada, recomendada para
o cultivo no nordeste do Brasil) (Figura 1). O coeficiente
de correlagdo cofenética do dendrograma (r= 0,80)
revelou elevado ajuste entre a representagdo grafica
da similaridade genética e a matriz de similaridade
original, o que justifica que sejam realizadas inferéncias
por meio da avaliagdo visual da figura 1.

Os demais acessos avaliados ndo
apresentaram tendéncia de agrupamento de forma
hierarquica, segundo a analise de bootstraping (Figura
1). Fato interessante foi a inexisténcia de tendéncia de
agrupamento dos acessos gerados pelo programa de
melhoramento genético da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical (Tabela 1, Figura 1).
Provavelmente, a auséncia de agrupamentos
coincidentes decorra do fato de esse programa de
melhoramento gerar constituigdes genéticas para

diversas regides do nordeste brasileiro que apresentam
caracteristicas ambientais contrastantes (FUKUDA et
al., 2006) e que, como consequéncia, exigem que seja
utilizada uma ampla base genética no melhoramento.

Os resultados obtidos revelaram claramente
a existéncia de ampla divergéncia genética no grupo
de acessos estudados, o que € reflexo direto do fato de
terem sido analisados acessos de diferentes origens e
niveis de melhoramento, todos oriundos do Brasil, que
¢ o centro de origem e diversidade da espécie (OLSEN,
2004). Essa elevada variabilidade genética aponta para
a possibilidade de também haver varia¢do quanto ao
potencial agrondmico no grupo de acessos avaliados,
e que essa variagdo pode ser utilizada no melhoramento
genético de mandioca.

A existéncia de elevada variabilidade em
mandioca, entre acessos oriundos do melhoramento
genético, pode ser explicada pela ampla base genética
disponivel em bancos de germoplasma no Brasil
(VIEIRA etal., 2008b) e que ¢ utilizada constantemente
no melhoramento da cultura (FUKUDA et al., 2006). A
existéncia dessa ampla variabilidade em mandioca pode
ser explicada pelo fato de a espécie ser alogama (EL-
SHARKAWY, 2004), permitindo que constantemente
sejam geradas naturalmente novas combinagdes, as
quais sdo inicialmente propagadas por sementes e
posteriormente propagadas vegetativamente, como
uma nova variedade ou incorporadas a uma variedade
ja cultivada em funcdo do interesse do produtor

Ciéncia Rural, v.40, n.12, dez, 2010.
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(CEBALLOS etal., 2004; DUPUTIE et al., 2009). Ou
seja, a mandioca combina a reprodugdo sexual, que
permite a espécie uma constante adaptagdo as
mudancas ambientais e a reproducdo vegetativa, que
permite uma adaptagdo imediata as condigdes
ambientais por meio da clonagem de gendtipos
superiores.

CONCLUSAO

Os marcadores RAPD mostraram eficiéncia
na caracterizacdo molecular e determinacdo da
variabilidade genética entre acessos de mandioca de
interesse para a industria. No grupo de acessos
avaliados, existe elevada variabilidade genética,
passivel de ser utilizada no melhoramento genético.
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