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Caracterizacao fenotipica e molecular de acessos de mandioca de
industria com potencial de adaptacio as condicées do Cerrado do
Brasil Central

Phenotypic and molecular characterization of industrial purpose
cassava accessions with potential for adaptation to the conditions of
Cerrado of Central Brazil
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Resumo

O objetivo do trabalho foi caracterizar ¢ estimar a variabilidade genética entre acessos de mandioca de
industria, com potencial de adaptagdo as condi¢des do Cerrado do Brasil Central, por meio de caracteres
quantitativos, qualitativos ¢ marcadores moleculares de forma isolada e conjunta, bem como estimar
a correlagdo entre as estimativas obtidas com base em cada grupo de caracteres. Dezesseis acessos de
mandioca de indlstria com potencial de adaptacdo as condigdes do Cerrado do Brasil Central foram
avaliados a campo quanto a 11 caracteres quantitativos ¢ 33 caracteres qualitativos, em experimento
conduzido na Embrapa Cerrados. Os acessos foram também avaliados quanto a marcadores RAPD em
laboratodrio. Posteriormente, foram estimadas as matrizes de dissimilaridade/distancia genética entre
o0s acessos por meio dos caracteres qualitativos, quantitativos e marcadores moleculares ¢ pela analise
conjunta dos dados. Além disso, foi estimada a correlagdo entre as matrizes. No grupo de acessos
de industria avaliados existe ampla variabilidade quanto aos caracteres quantitativos, qualitativos
e moleculares aferidos. As unicas correlagdes significativas encontradas foram entre (i) a matriz de
dissimilaridade estimada por meio da analise conjunta ¢ a matriz de dissimilaridade estimada por
meio de dados qualitativos (r = 0,52) e; (ii) a matriz de dissimilaridade estimada por meio da analise
conjunta ¢ a matriz de dissimilaridade estimada por meio de marcadores moleculares (= 0,75). A fraca
associag@o entre essas medidas indicou que a melhor estratégia para orientar agdes de conservagao
e uso de germoplasma de mandioca de industria é por meio de estudos de divergéncia genética com
o emprego de marcadores moleculares, caracteres qualitativos e caracteres quantitativos de forma
conjunta e complementar.
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Abstract

The aim of the present work was to characterize and estimate the genetic variability among industrial
purpose cassava accessions, with potential for adaptation to the conditions of Cerrado of Central Brazil,
by means of quantitative and qualitative characters, and molecular markers through isolated and joint
analysis, as well as to establish the correlation among the estimated indexes obtained by each used
methodology. Sixteen industrial purpose cassava accessions with potential for adaptation to the conditions
of Cerrado of Central Brazil were evaluated in field conditions in terms of 11 quantitative characters
and 33 qualitative characters, in an experiment carried out at Embrapa Cerrados. The accessions were
also evaluated through RAPD markers in laboratorial conditions. Afterwards, the matrices of genetic
dissimilarity/distance among the accessions were estimated through qualitative characters, quantitative
characters and molecular markers, besides through the joint analysis of the obtained data. Moreover,
the association among the matrices was estimated. The results revealed existence of high variability
among the accessions in terms of quantitative, qualitative and molecular characters evaluated. The only
significant correlations found were between (i) the dissimilarity matrix estimated through joint analysis
and the dissimilarity matrix estimated through qualitative data (r = 0,52); and (ii) the dissimilarity matrix
estimated through joint analysis and the dissimilarity matrix estimated through molecular markers (r =
0,75). The weak association between these measures indicated that the best strategy to guide conservation
actions and use of cassava industry germplasm is through studies of genetic divergence by the use of

molecular markers, qualitative and quantitative traits in a joint and complementary way.
Key words: Manihot esculenta Crantz, genetic resources, breeding, genetic distance, starch

Introducio

No Brasil, provavel centro de origem e de
diversidade da mandioca (Manihot esculenta
Crantz) (OLSEN, 2004), a espécie ¢ cultivada de
Norte a Sul, revelando grande plasticidade genética,
capacidade de adaptagdo a diferentes condigdes
climaticas e rusticidade. A mandioca ¢é cultivada,
principalmente, em razdo de suas raizes ricas em
amido, que podem ser consumidas na alimentagao
humana e animal além de apresentarem amplo
emprego industrial. O produto industrializado da
mandioca com maior potencial de comercializacdo
em larga escala e de exportagdo ¢ a fécula, cuja
produc@o no Brasil estd concentrada nos Estados
do Parana, Sao Paulo e Mato Grosso (VILPOUX,
2008).

Nos
maior regido produtora de graos do Brasil, vém
atraindo a instalacdo de grandes fecularias e,
como conseqiiéncia, o cultivo de mandioca de
industria vem se profissionalizando na regido.
Essa perspectiva de mercado tem levado a uma
forte demanda dos produtores por variedades de
mandioca de industria especificas para a regido e
com maior qualidade e potencial produtivo.

ultimos anos, a regido do Cerrado,

A caracterizagdo do germoplasma de mandioca
de industria disponivel ¢ fundamental para sua
utilizagdo no melhoramento genético e para
definicdo de estratégias para sua conservagao. Nesse
sentido, a estimativa das distancias genéticas entre
um conjunto de acessos € uma ferramenta auxiliar de
grande importancia em programas de melhoramento
e um importante elo entre a conservacdo e a
utilizagdo dos recursos genéticos disponiveis
(MOHAMMADI; PRASANNA, 2003). A analise
da variabilidade genética fornece informagdes Uteis
sobre a organizacdo do germoplasma, aumenta a
eficiéncia da amostragem de genoétipos, auxilia na
definicdo de genitores em cruzamentos artificiais,
na incorporag¢do de genes de germoplasma exotico e
até na recomendag@o de cultivares para determinada
regido, quando o objetivo ¢ aumentar a base genética
das cultivares a serem cultivadas.

Dentre as ferramentas utilizadas para estudar
a variabilidade genética, destacam-se a utilizagdo
isolada de marcadores moleculares (CARVALHO;
SCHAAL, 2001; FERREIRA et al, 2008) ou
caracteres fenotipicos qualitativos e quantitativos
(MKUMBIRA et al., 2003; NICK et al., 2008).
Dentre os caracteres fenotipicos, os quantitativos
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apresentam a maior influéncia do ambiente por
serem governados por varios genes. Entretanto,
esses caracteres sdo fundamentais na caracteriza¢ao
de acessos, uma vez que vao refletir o real potencial
produtivo dos acessos ¢ a possibilidade de utilizagdo
de forma direta ou no melhoramento genético.
Por sua vez, os caracteres qualitativos tém a sua
importancia na caracterizagdo de germoplasma por
serem relativamente de facil aferi¢do, de menor
custo e menos influenciados pelo ambiente.

Os marcadores moleculares, em relagdo aos
caracteres fenotipicos, apresentam a vantagem de nao
sofrerem influéncia do ambiente, porém, apresentam
a desvantagem de acessarem o genoma como um
todo e ndo somente as regides responsaveis pela
manifestagdo dos caracteres de interesse. Dentre os
marcadores moleculares, o RAPD (polimorfismo de
DNA amplificado ao acaso) merece destaque, pelo
baixo custo, pela rapida e facil execucao e pelo fato
de ndo exigir a sintese de iniciadores especificos.
Dessa forma vem sendo amplamente utilizado
na caracterizacdo de germoplasma de mandioca
(CARVALHO; SCHAAL, 2001; ASANTE; OFFEI,
2003; ZACARIAS et al.,, 2004; VIEIRA et al.,
2008a).

Apesar da importancia da analise da variabilidade
genética, ndo existem relatos na literatura destes
estudos entre acessos de mandioca de industria,
por meio da utilizacdo de marcadores moleculares,
caracteres qualitativos, caracteres quantitativos de
forma conjunta e complementar, a fim de orientar
estratégias de conservacao e de uso de germoplasma.

Neste trabalho,
estimar a variabilidade genética entre acessos de

objetivou-se caracterizar ¢

mandioca de industria, com potencial de adaptacdo
as condi¢des do Cerrado do Brasil Central, por

meio de caracteres quantitativos, qualitativos e
marcadores moleculares de forma isolada e conjunta,
bem como estimar a correlagdo entre as estimativas
obtidas com base em cada grupo de caracteres.

Material e Métodos

Foram analisados dezesseis acessos de mandioca
de indastria mantidos no Banco Regional de
Germoplasma de Mandioca do Cerrado (BGMC),
sendo pelo
de melhoramento genético de mandioca do
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), oito
desenvolvidos pelo programa de melhoramento
genético de mandioca da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical (CNPMF) e quatro variedades
locais, selecionadas pela Embrapa Cerrados em
razdo de apresentarem adaptacdo as condigdes do
Cerrado Brasileiro, como variedades para industria
(Tabela 1) (VIEIRA et al., 2008D).

quatro  desenvolvidos programa

Entre 27 de setembro de 2006 ¢ 26 de margo
de 2008, foi instalado o experimento de campo,
em area experimental da Embrapa Cerrados no
municipio de Planaltina, Distrito Federal, Brasil
(15°35°30” de latitude Sul, 47°42° 30" de longitude
oeste a 1000 m de altitude). O delineamento
experimental foi o de blocos casualizados com
trés repeticdes, sendo cada parcela constituida por
4 linhas de 10 plantas, em espagamento de 1,20
m entre linhas e 0,80 m entre plantas, e a area util
constituida pelas 16 plantas centrais de cada parcela.
A selecdo do material de propagacdo e os tratos
culturais seguiram as recomendacgdes do sistema
de produgdo de mandioca para a regido do Cerrado
(SOUZA; FIALHO, 2003), tendo sido efetuada a
poda da parte aérea a 10 cm do solo, em todos os
acessos, aos 12 meses apos o plantio.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 34, n. 2, p. 567-582, mar./abr. 2013
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Tabela 1. Acessos de mandioca de industria analisados com respectivos nomes comuns e locais de coleta/procedéncia

(LCP).
Acessos Nome comum LCP
BGMC 788 IAC 14 IAC — Sio Paulo”
BGMC 1286 Roxinha Santa Catarina
BGMC 991 Clone 03 CNPMF — Bahia™
BGMC 1270 IAC 15 IAC — Sio Paulo”
BGMC 1297 BRS Mani-Branca CNPMF — Bahia™
BGMC 996 Clone 09 CNPMF — Bahia™
BGMC 1304 Clone 9661/06 CNPMF — Bahia™
BGMC 1265 Fibra Parana
BGMC 1262 Enita Brava Tocantins
BGMC 923 BRS Formosa CNPMF — Bahia™
BGMC 1298 Clone 9794/06 CNPMF — Bahia™
BGMC 1130 IAC 13 IAC — Sio Paulo”
BGMC 1299 CNPMF 9607/7 CNPMF — Bahia™
BGMC 436 IAC 12 IAC — S3o Paulo”
BGMC 1107 Fécula Branca Parana
BGMC 1305 Clone 9688/07 CNPMF — Bahia™

"= Programa de melhoramento genético de mandioca do Instituto Agronémico 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).

Fonte: Elaboragao dos autores.

Os caracteres quantitativos aferidos foram: 1)
altura da planta em m (AP); ii) massa da parte aérea
sem a cepa em kg ha' (MPA), iii) massa da cepa
em kg ha'! (MC), iv) produtividade de raizes em
kg ha' (PR); v) porcentagem de amido nas raizes
por meio do método da balanga hidrostatica (AM);
vi) comprimento do lobulo da folha em cm (CLF)
obtido por meio da aferi¢do de uma folha do tergo
médio de cada planta da area util da parcela seis
meses ap6s o plantio; vii) largura do 16bulo da folha
em cm (LLF) obtida por meio da afericdo de uma
folha do terco médio de cada planta da area util da
parcela seis meses apods o plantio; viii) comprimento
do peciolo em c¢cm (CP) obtido por meio da aferi¢ao
de uma folha do terco médio de cada planta da area
util da parcela seis meses ap6s o plantio; ix) niimero
médio de ninfas e adultos de percevejo-de-renda
(NMP) obtido por meio da contagem do niimero
de ninfas e de adultos de percevejos-de-renda em
trés avaliacdes (26/12/06, 08/01/07 e 26/02/07) em
trés plantas amostradas por parcela; x) incidéncia de
bacteriose (Xantomonas axonopodis pv manihotis)
em porcentagem (IB) obtido por meio da contagem

do numero total de plantas com sintomas da
moléstia nas parcelas em duas avaliagoes (13/03/07
e 18/05/07); e xi) severidade da bacteriose (SB) por
meio da avaliagdao de trés plantas por parcela, em
duas avaliagoes (13/03/07 e 18/05/07), utilizando-
se a escala de notas descrita por Ramos e Takatsu
(1987), que variade 1 a 5, onde: 1 =ndo ha sintomas
visiveis; 2 = ha apenas manchas foliares; 3 = ha
manchas foliares e pus no caule; 4 = ha manchas
foliares, pus no caule e desfolha; 5 = ha morte
descendente. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia e as médias foram agrupadas
por meio do teste de comparagao de médias de Scott
e Knott (1974) a 5% de probabilidade de erro com o
auxilio do programa computacional Genes (CRUZ,
2001). Os dados de SB, para atender os requisitos
de homogeneidade de variancia e uniformidade de
erros, foram transformados para raiz quadrada de
x antes da analise de variancia. Posteriormente foi
estimada a distdncia generalizada de Mahalanobis
(D?), entre os 16 acessos de mandioca, com base nos
11 caracteres quantitativos aferidos, com o auxilio
do programa computacional Genes (CRUZ, 2001).
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Os acessos também foram caracterizados por
meio de 33 caracteres qualitativos aferidos conforme
recomendac¢des de Fukuda e Guevara (1998), sendo
eles: 1) cor da folha apical; ii) pubescéncia do broto
apical; iii) forma do lobulo central; iv) cor do
peciolo; v) cor do cortex do caule; vi) cor externa
do caule; vii) comprimento da filotaxia; wviii)
presenca de pedunculo nas raizes; ix) cor externa
da raiz; x) cor do cortex da raiz; xi) cor da polpa da
raiz; xii) textura da epiderme da raiz; xiii) presenca
de floracdo; xiv) cor da folha desenvolvida; xv)
numero de lobulos; xvi) cor da epiderme do caule;
xvii) habito de crescimento do caule; xviii) cor dos
ramos terminais nas plantas adultas; xix) constri¢des
da raiz; xx) cor da nervura; xxi) posi¢do do
peciolo; xxii) proeminéncia das cicatrizes foliares;
xxiil) comprimento das estipulas; xxiv) margem
das estipulas; xxv) habito de ramificagdo; xxvi)
sinuosidade do 16bulo foliar; xxvii) forma da raiz;
xxviii) tipo de planta; xxix) comprimento médio da
raiz; xxx) didmetro médio da raiz; xxxi) destaque da
pelicula da raiz; xxxii) destaque do cortex da raiz; e
xxxiii) posicao das raizes. Com base nos caracteres
qualitativos que evidenciaram variabilidade entre
os acessos, foi estimada a dissimilaridade genética
entre os acessos, por meio do complemento do
indice de coincidéncia simples, com auxilio do
programa Genes (CRUZ, 2001).

Amostras de DNA genomico utilizadas para
obtencdo de marcadores RAPD, foram extraidas
de folhas em estagio intermediario de maturacao,
por meio do método do CTAB, com modificacdes
propostas por Faleiro et al. (2003) e quantificado
com base na absorbancia a 260nm e a analise de
pureza com base na relagdo de absorbancia a 260
e 280nm. As amostras de DNA de cada acesso
foram amplificadas para obtencdo de marcadores
RAPD conforme descrito por Costa et al. (2005).
Na obten¢do dos marcadores foram utilizados 11
iniciadores decameros da Operon Technologies
Inc., Alameda, CA, EUA: OPD 02, OPE 12, OPF
08, OPG (05, 08, 09 e 15) e OPH (04, 13 e 15).
Os foram separados

fragmentos amplificados

eletroforeticamente por quatro horas, a 90 volts,
em gel de agarose (1,2%), corado com brometo
de etidio, submerso em tampao TBE (Tris-Borato
90 mM, EDTA 1 mM). Ao término da corrida,
os géis foram fotografados sob luz ultravioleta
e os marcadores RAPD foram classificados pela
presencga (1) ou auséncia (0) de bandas. As matrizes
de dados obtidas foram utilizadas na estimativa da
dissimilaridade genética entre os acessos, com base
no complemento do coeficiente de similaridade
de Jaccard (JACCARD, 1908) e na estimativa do
numero minimo de marcadores informativos com o
auxilio do programa Genes (CRUZ, 2001).

Com base na analise conjunta dos dados obtidos,
foi estimada a dissimilaridade genética entre todos
os pares de genotipos por meio do complemento do
indice de similaridade proposto por Gower (1971),
com o auxilio do programa Multiv v. 2.3 (PILLAR,
1997), indice que se caracteriza por utilizar de forma
conjunta dados binarios de marcadores moleculares,
dados qualitativos e quantitativos na estimativa de
um indice tnico de similaridade que variade O a 1.

Com base nas matrizes de distancias/
dissimilaridades genéticas obtidas a partir da analise
com caracteres quantitativos (MD,,;), qualitativos
(MDQL), marcadores RAPD (MD,, ) € da analise
conjunta de caracteres qualitativos, quantitativos
e marcadores RAPD (MD, . .c.pp)» foram
confeccionados quatro dendrogramas, utilizando-
se como critério de agrupamento o método
baseado na distancia média (UPGMA). O ajuste
entre as matrizes de distancia/dissimilaridade e os
respectivos dendrogramas foram estimados pelo
coeficiente de correlagdo cofenética (r), conforme
Sokal e Rohlf (1962), com o auxilio do programa
computacional NTSYS pc 2.1 (ROHLF, 2000).

A estimativa da significAncia da associacdo
entre as matrizes de distancias obtidas por meio
da analise de caracteres quantitativos, caracteres
qualitativos, marcadores RAPD e da analise
conjunta, foi realizada por meio do teste de
comparacdo de matrizes de Mantel, com 1000
permutagdes (MANTEL, 1967), com o auxilio do
programa NTSYS pc 2.1 (ROHLF, 2000).

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 34, n. 2, p. 567-582, mar./abr. 2013
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Tabela 2. Comparacdo de médias e resumo da analise de variancia dos caracteres altura da planta em m (AP), massa
da parte aérea sem a cepa em kg ha' (MPA), massa da cepa em kg ha'! (MC), produtividade de raizes em kg ha™' (PR),
porcentagem de amido nas raizes (AM), nimero médio de ninfas e adultos de percevejo-de-renda (NMP), incidéncia
de bacteriose em porcentagem (IB), severidade de bacteriose (SB), comprimento do 16bulo da folha em cm (CLF),
largura do lobulo da folha em cm (LLF) e comprimento do peciolo em cm (CP) avaliados em dezesseis acessos de

mandioca de industria.

Acesso AP MPA MC PR AM  NMP B SB* CLF  LLF cp
BGMC 788 243 A" 22669 F 7529D 22348 E 32,61A 1847B 005E 122C 1931B 570A 33,17B
BGMC 1286  1,67B 20657 G 5528 F 40423 B 2952D 3142A 006E 1,50C 17,64C 556A 3449B
BGMC 991 240A  33289C 10720B 32095 D 2998C 37,03A 0,52B 3,05A 21,79A 3,89B 3845A
BGMC 1270  1,600B 147981 6914D  22479E 30,54C 29,19A O0J11E 1,50C 13,99D 3,78B 23.83E
BGMC 1297  227A 26870E 6089 E 31966 D 30,09C 11,09B 022D 1,78C 1831C 4,19B 3236B
BGMC 996 247A 42040 B 9630 C 23987 E 3197B 1126B 0,13E 1,39C 21,00A 341C 3699A
BGMC 1304  2,60A 40947 B 13385A 36629 C 3247A 37,50A 0,72A 3,02A 19,53B  551A 27,93D
BGMC 1265  1,53B  18145H 7322D  24323E 29,13D 13,30B 0I5E 1,61C 2041A 3,08C 30,65C
BGMC 1262  1,57B 17199 H 6592 E 25799 E 31,89B 13,11B 034C 2,79A 2007B 249D 2689E
BGMC 923 2,17A  30787D 13194A 45000 A 3227A 1742B 024D 2,17B 20,57A 328C 3543B
BGMC 1298  227A 24043 F 9208C 20761 E 31,39B 17,39B 0,07E 128C 1842C 441B 2553E
BGMC 1130  1,73B  19372G 7443D 26148 E 31,56B 18,14B 0,14E 1,50C 18,59C 551A 2803D
BGMC 1299  227A  20535G 6916D 24000 E 33,63A 4241A 011E 139C 2143A 551A 2860D
BGMC 436 1,93B  25835E 7839D 40289 B 31,03B 1492B 065A 276A 17,69C 4,05B 2591E
BGMC 1107 1,07C 40317 3028G 8850F 2851D 12,63B 005E 136C 2057A 3,73B 28,16D
BGMC 1305  237A 46462 A 11063B  31333D 3148B 7,84B  002E 128C 20,89A 581A 3341B
Média geral 2,02 25480 8275 28527 31,13 2083 022 1,85 1938 437 30,62
Amplitude’ 1,53 42431 10357 36150 5,12 3457 0,70 1,83 7.8 332 14,62
FV (GL)

QM (I15) 0,53 367296456 359657° 248685533 588"  360° 0.4 017"  11.40°  3.53°  57.92°
QM, . (30) 0,05 2081900 23100151 4345318 046 39,02 0003 001 0,44 0,09 1,78
CV (%) 10,92 5,66 5,58 731 218 2999 2634 6,68 3,43 6,72 436

"= ANOVA realizada com médias transformadas e médias originais apresentadas na tabela;
"= M¢édias seguidas de letras distintas na coluna pertencem a grupos distintos a 5% de significincia pelo teste de Scott e Knott;

# = diferenga entre a maior ¢ a menor média;
= significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste F.
Fonte: Elaboragdo dos autores.

Resultados e Discussao

A analise de variancia evidenciou a existéncia de
diferencas significativas entre os acessos para todos
os caracteres quantitativos aferidos segundo o teste
F (P<0,05) (Tabela 2). Esses resultados revelam que
no grupo de acessos avaliado, existe variabilidade
fenotipica e que a mesma deve ser considerada
quando da definicao de estratégias de conservacao
de germoplasma e de uso no melhoramento
genético de mandioca. A existéncia de ampla
variabilidade fenotipica era esperada uma vez que

foram avaliados acessos de diferentes origens,
incluindo acessos melhorados e ndo melhorados
(Tabela 1), como relatado em mandioca por Elias et
al. (2001); Nick et al. (2008); Vieira et al. (2008a).
Outro importante indicativo da existéncia de ampla
variabilidade quanto aos caracteres quantitativos
sdo as elevadas amplitudes das médias de todos
os caracteres aferidos (Tabela 2). Os coeficientes
de variacdo variaram de 2,18% para o carater AM
a 29,99% para o carater NMP, conferindo elevada
precisao ao ensaio (Tabela 2).
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Dentre os caracteres quantitativos avaliados, o
que apresentou o maior niumero de classes distintas
no teste de comparagdo de médias (dez classes) foi
o carater MPA, cujas médias variaram de 46462 a
4031 kg ha'!, para os acessos BGMC 1305 ¢ BGMC
1107, respectivamente (Tabela 2). A MPA ¢ carater
critico na indicagdo para o cultivo de acessos
de mandioca, uma vez que indica o potencial de
producdo de manivas-sementes ¢ a possibilidade
de utilizagdo da parte area na alimentagdo animal
como fonte protéica (EL-SHARKAWY, 2003;
CEBALLOS et al., 2004). O carater NMP foi o que
apresentou o menor niimero de classes no teste de
comparacao de médias (duas classes), cujas médias
variaram de 4241 a 784 para os acessos BGMC
1299 e BGMC 1305, respectivamente (Tabela 2). A
existéncia de variacdo quanto ao NMP é importante
na possibilidade de utilizacdo de germoplasma no
melhoramento de mandioca, uma vez que sugere
a existéncia de niveis distintos de sensibilidade ao
percevejo-de-renda Vatiga illudens (Drake, 1922)
(Hemiptera: Tingidae), que é uma importante praga
da mandioca, e que pode ocasionar redugdo de até
35% na PR em acessos susceptiveis (FIALHO et al.,
2009). Os caracteres de importancia agronomica em
mandioca IB e SB que sdo reflexos da sensibilidade
dos acessos a bacteriose causada pela bactéria
Xanthomonas axonopodis pv manihotis, que ¢ a
principal moléstia que ataca a cultura na regido do
Cerrado e Centro-Sul do Brasil, também revelaram
ampla variacdo, o que aponta para a existéncia de
fontes de resisténcia a moléstia no grupo de acessos
(Tabela 2).

Os caracteres PR e AM que sdo os que definem
o potencial de producdo de fécula de um acesso,
apresentaram variagoes expressivas, com amplitudes
de variag¢do de 36150 kg ha' e de 5,12% para PR
e AM, respectivamente, o que ¢ reflexo direto de
diferencas no potencial genético dos acessos e no
grau de adaptagdo dos mesmos as condi¢des do
Cerrado (Tabela 2). Em especial, se considerarmos
que a PR média na regido do Cerrado ¢ de 13000
kg ha'!, e que uma variagdo de 5,12% no AM pode

representar perda ou ganho de 512 kg de amido em
cada 10000 kg de raizes de mandioca.

As distancias estimadas por meio dos caracteres
quantitativos variaram de 48 a 2010, sendo a menor
distancia observada entre os acessos BGMC 986
e BGMC 1130, ambas variedades melhoradas
geradas pelo Instituto Agrondmico de Campinas
(IAC) (Tabela 1 e Figura 1A). Por sua vez, a maior
distancia foi observada entre os acessos BGMC
1107 e BGMC 1304, uma variedade local do Estado
da Parana e um hibrido gerado pelo programa de
melhoramento da Embrapa Mandioca e Fruticultura
Tropical (CNPMF) (Tabelas 1, 2 e Figura 1). A
analise da Figura 1A revelou a formagdo de dois
agrupamentos sendo o grupo 1 formado pelos
acessos BGMC 986, BGMC 1130, BGMC 1299,
BGMC 1298, BGMC 1270, BGMC 1297, BGMC
1286, BGMC 1107, BGMC 1265, BGMC 1262
e BGMC 436 e o grupo 2 formado pelos acessos
BGMC 991, BGMC 923, BGMC 1304, BGMC
996 ¢ BGMC 1305. O coeficiente de correlagdo
cofenética do dendrograma (r = 0,75) revelou um
consideravel ajuste entre a representagao grafica das
distancias e a matriz de distdncia de Mahalamobis,
0 que assegura as inferéncias realizadas por meio da
avaliacao visual da Figura 1A.

Dentre os 33 caracteres qualitativos avaliados,
26 (79%) apresentaram polimorfismo, o que revela
a existéncia de ampla divergéncia morfoldgica e a
eficiéncia desses na estimativa da dissimilaridade
genética em mandioca, como ja havia sido reportado
por Elias et al. (2001); Mkumbira et al. (2003)
e Vieira et al. (2008a). Apenas sete caracteres
qualitativos (21%) ndo revelaram variagdo, uma vez
que todos os acessos evidenciaram cor da polpa da
raiz branca, poucas constri¢des nas raizes, peciolo
na posi¢ao horizontal, estipulas longas e lancinadas,
habito de crescimento do caule reto ¢ destaque da
pelicula da raiz facil. A dissimilaridade estimada
por meio dos caracteres qualitativos variou de 0,19 a
0,73 revelando como acessos mais similares BGMC
1298 ¢ BGMC 1304, dois hibridos gerados pelo
programa de melhoramento do CNPMF e, como
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menos similares trés pares de acessos BGMC 986
(cultivar do IAC) x BGMC 991 (hibrido CNPMF);
BGMC 1107 (variedade local do Estado do Parana
conhecida popularmente como Fécula Branca)
x BGMC 986 (cultivar do TAC); e BGMC 991
(hibrido CNPMF) x BGMC 1299 (hibrido CNPMF)
(Tabela 1, Figura 1B).

Na Figura 1B baseada nos caracteres qualitativos,
verifica-se a formagao de trés grupos de acessos:
i) BGMC 986 ¢ BGMC 1299; ii)) BGMC 1286,
BGMC 1270, BGMC 1297, BGMC 1107, BGMC
1265, BGMC 1130 e BGMC 1262; e iii) BGMC
991, BGMC 996, BGMC 1304, BGMC 1298,
BGMC 923, BGMC 1305 ¢ BGMC 436 (Figura
1B), ndo sendo observada uma clara tendéncia
de agrupamento dos acessos em fun¢do de sua
procedéncia (Tabela 1). O elevado coeficiente de
correlagdo cofenética do dendrograma (r = 0,80)
revelou elevado ajuste entre a representagdo grafica
da dissimilaridade e a matriz de dissimilaridade
original, conferindo confiabilidade as inferéncias
realizadas por meio da avaliacdo visual da Figura
1B.

Os 11 iniciadores utilizados geraram um total
de 118 marcadores moleculares RAPD, dos quais
70 (59%) foram polimorficos, evidenciando a
existéncia de ampla variabilidade genética entre os
acessos avaliados (Tabela 3). A elevada eficiéncia
da técnica de marcadores RAPD na discriminagao
de acessos de mandioca ja havia sido relatada por
Asante e Offei (2003); Zacarias et al. (2004) e
Vieira et al. (2008a), que encontraram porcentagens
de polimorfismo de 97,5%, 84,6% e 73%,
respectivamente. Dentre os iniciadores empregados
no estudo, o que revelou o maior nimero de bandas
polimérficas foi o OPF-08 com 14 bandas, ao passo
que o iniciador OPH-13 ndo apresentou nenhuma
banda polimorfica (Tabela 3). A analise do nimero
minimo de marcadores informativos revelou ser
necessaria a utilizacao de pelo menos 65 marcadores
polimorficos para se alcancar uma correlagdo de r
= 0,95 com a utilizagcdo de todos os marcadores de
forma conjunta, o que justifica a utilizacdo dos 70
marcadores polimoérficos obtidos na estimativa da
dissimilaridade genética.
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Figura 1. Dendrogramas resultantes da analise de agrupamento de 16 acessos de mandioca de industria, obtidos
pelo método UPGMA, por meio: A) da distancia de Mahalanobis (11 caracteres quantitativos) com coeficiente de
correlagdo cofenética (r = 0,75); B) do complemento do indice de coincidéncia simples (26 caracteres qualitativos)
com coeficiente de correlacdo cofenética (r = 0,80); e C) do complemento do indice de similaridade de Jaccard obtido
a partir de 70 marcadores RAPD, com coeficiente de correlagdo cofenética (r = 0,95).

A BGMC788
BGMC1130 :'—'_
BGMC1299
BGMC1298 ——— =
BGMC1270
BGMC1297

BGMC1286 —
BGMC1107

BGMC1265
BGMC1262 :l—|7
BGMC436
BGMC991

BGMC923 ! ]

BGMC1304 J

BGMC996 ————————
BGMC1305 ———88M8

0.00 " 18337 36673 550.10 733.46

B BGMC788
BGMC1299
BGMC1286

BGMC1270
BGMC1297 '_,— u
BGMC1107

BGMC1265

BGMC1130 !

BGMC1262
BGMC991

BGMC996 }

BGMC1304
BGMC1298 ! l_ =
BGMC923

BGMC1305
BGMC436

0.l00 0.15 0.30 o 0.45' S 0.61

BGMC788
BGMC1130 I—}_
BGMC1107

BGMC1270
BGMC1286
BGMC1297
BGMC991
BGMC923 "
BGMC1304
BGMC996
BGMC1265 I—J—
BGMC1262

BGMC1299
BGMC1298 -

BGMC1305 |

BGMC436

e

0.20 03 042 ) 052 " 0.63

Fonte: Elaboracdo dos autores.
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Tabela 3. Iniciadores utilizados para obtengdo dos marcadores RAPD, respectivo nlimero de bandas polimorficas
(BP), nimero de bandas monomorficas (BM), conteudo de informacdo de polimorfismo (CIP) e indice do marcador

(IM).
.. Seqiiéncia

Iniciadores S @3 BP BM
OPD-02 GGACCCAACC 5 3
OPE-12 TTATCGCCCC 9 4
OPF-08 GGGATATCGG 14 1
OPG-05 CTGAGACGGA 5 6
OPG-08 TCACGTCCAC 5 5
OPG-09 CTGACGTCAC 8 5
OPG-15 ACTGGGACTC 13 3
OPG-16 AGCGTCCTCC 4 4
OPH-04 GGAAGTCGCC 3 7
OPH-13 GACGCCACAC 0 5
OPH-15 AATGGCGCAG 4 5
TOTAL 70 48

Fonte: Elaboragdo dos autores.

A dissimilaridade genética estimada por meio
de marcadores RAPD variou de 0,33 a 0,72, sendo
os pares de acessos mais similares BGMC 1286
(variedade local do Estado de Santa Catarina
conhecida como roxinha) x BGMC 1297 (cultivar
do CNPMF chamada BRS Mani-branca) e BGMC
1130 (cultivar do IAC chamada IAC 13) x BGMC
986 (cultivar do IAC chamada IAC 14), e que os
mais dissimilares foram BGMC 436 ¢ BGMC
996, cultivar do IAC chamada IAC 12 e hibrido do
CNPMF, respectivamente (Tabela 1, Figura 1C).

A Figura 1C baseada nos marcadores RAPD,
revelou a formacdo de quatro grupos de acessos:
1) BGMC 986, BGMC 1130, BGMC 1107, BGMC
1270, BGMC 1286, BGMC 1297, BGMC 991,
BGMC 923 e BGMC 1304; ii) BGMC 996, BGMC
1265, BGMC 1262 ¢ BGMC 1299; iii) BGMC
1298 e BGMC 1305; e iv) BGMC 436 (Figura 1C).

Fato interessante foi a elevada divergéncia genética
apresentada pelo acesso BGMC 436, que ¢é a cultivar
de mandioca IAC 12 que apresenta elevado potencial
produtivo na regido do Cerrado Brasileiro (VIEIRA
et al., 2008a; OTSUBO et al., 2009), em relagdo os
demais acessos avaliados (Figura 1C). O coeficiente
de correlacdo cofenética do dendrograma (r = 0,77)
revelou o consideravel ajuste entre a representacao
grafica da dissimilaridade genética e a matriz
original, o que assegura inferéncias realizadas por
meio da avaliagdo visual da Figura 1C.

As correlagdes entre as matrizes de distancia/
dissimilaridade estimadas por meios de caracteres
(MDQT), qualitativos (MDQL) e
moleculares (MD,,, ) revelaram a auséncia de
associagdo entre estas estimativas (Tabela 4), como

quantitativos

pode também ser observado por meio de inspecao
visual das Figuras 1A, 1B e 1C.
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Tabela 4. Correlagdes entre as matrizes de distincia genética, estimadas por meio das analises de caracteres

quantitativos (MDQT), qualitativos (MDQL), marcadores RAPD (MD

qualitativos, quantitativos e marcadores RAPD (MD

QT+QL+RAPD) 2

wapp) € da andlise conjunta de caracteres
entre 16 acessos de mandioca de industria.

MDQT MDQL MD RAPD MDQT+QL+RAPD
MD,, 1 0,13 0,07 0,15
MD,, 0,01 0,52°
MD,, . 1 0,75°
MDQT+QL+RAPD 1

"Correlagdo significativa a 1% de probabilidade de erro, pelo teste de Mantel com 1000 permutagdes.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Dentre as matrizes de distancia/dissimilaridade
estimadas,
significativas MD .. o\ ¢op
€ MDQT+QL+RAPD com MDRAPD
que as demais matrizes de distancia/dissimilaridade
apresentaram correlagdes reduzidas ou nulas (Tabela
4). Esta auséncia de associagdo entre as estimativas
ndo deve ser considerada como uma limita¢ao dessas
ferramentas de acesso a variabilidade genética, mas
sim como um indicativo da complementaridade
entre as mesmas (LEFEBVRE et al., 2001; RANA;
SINGH; BHAT, 2005; LI et al., 2008; SILVA et
al., 2009), podendo ser explicada pelas diferentes
propriedades
dos

apenas apresentaram  correlagdes
com MD, (r =10,52)

(r = 0,75), enquanto

dos marcadores moleculares e

caracteres qualitativos e quantitativos.
Normalmente, a maior parte da variacdo detectada
por marcadores moleculares ¢ do tipo ndo adaptativa
e, portanto, ndo sujeita a selegdo natural e/ou
artificial, ao contrario dos caracteres fenotipicos
que na sua maioria sdo sujeitos a selecao natural e/
ou artificial, em especial os caracteres quantitativos
e qualitativos de interesse agrondomico e/ou
adaptativo (VIEIRA et al., 2007). Uma varia¢do em
nivel de DNA nem sempre ¢ reflexo de variagdes
fenotipicas e a auséncia de variacao fenotipica, nem
sempre ¢ sinal de auséncia de variagdo em nivel
de DNA, uma vez que diferentes genes podem
levar a expressdao de um mesmo fendtipo (RANA;
SINGH; BHAT, 2005). Desta forma, é possivel
estabelecer um cenario em que as associagdes entre
as distancias/dissimilaridades genéticas estimadas
por meio de caracteres qualitativos, quantitativos e

moleculares serdo tdo mais proximas quanto maior
for a associacdo entre os locos que controlam os
caracteres quantitativos e qualitativos estudados e
as bandas avaliadas e quanto maior for o nimero de
caracteres quantitativos e qualitativos avaliados, o
que aumentara a cobertura do genoma dos acessos
(LEFEBVRE et al., 2001; MARIC et al., 2004;
ROY et al., 2004; VIEIRA et al., 2007).

Em estudo que avaliou a variabilidade genética
entre acessos de mandioca acucarados ¢ ndo
agucarados, Vieira et al. (2008a) relataram a
ocorréncia de associagdo elevada entre as distancias
estimadas por meio de marcadores RAPD e
caracteres qualitativos (r = 0,83) e moderada entre
as distancias estimadas por meio de caracteres
0,50) e entre
marcadores RAPD e caracteres quantitativos (r =

qualitativos e quantitativos (r =

0,58). Entretanto, cabe ressaltar que provavelmente
esta elevada associacao seja decorréncia do fato dos
autores terem avaliado acessos pertencentes a pool
génicos muito dissimilares, mandiocas agucaradas
e ndo agucaradas o que favoreceu a ocorréncia de
elevada associagdo. Por outro lado, em estudos
com diversas espécies vem sendo relatada baixas
correlacdes entre estimativas de distancias genéticas
estimadas por meio de marcadores moleculares
e caracteres fenotipicos (RANA; SINGH;
BHAT, 2005; GELETA; LABUSCHAGNE;
VILJOEN, 2006; LI et al., 2008). Tendo em
vista a complementaridade das técnicas, uma
alternativa ¢ o emprego de marcadores moleculares,
caracteres qualitativos, caracteres quantitativos de
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forma conjunta e complementar, a fim de orientar
estratégias de conservagao e de uso de germoplasma.

A andlise conjunta com marcadores RAPD,
caracteres morfoldgicos e caracteres quantitativos
revelou dissimilaridades genéticas que variaram de
0,26 a 0,50, sendo os acessos mais similares BGMC
1286 (variedade local do Estado de Santa Catarina) e
BGMC 1297 (cultivar melhorada pelo CNPMF para
a regido nordeste do Brasil chamada BRS Mani-
branca) e os mais dissimilares BGMC 436 (cultivar
do TAC chamada IAC 12) e BGMC 996 (hibrido do
CNPMF) (Figura 2). A Figura 2 revelou a formagao
de cinco grupos de acessos: 1) BGMC 986 e BGMC

1299; i) BGMC 1286, BGMC 1297, BGMC
1270, BGMC 1265, BGMC 1107 ¢ BGMC 1130;
iii)) BGMC 991, BGMC 996, BGMC 923, BGMC
1304, BGMC 1298 ¢ BGMC 1305; iv) BGMC
1262; e v) BGMC 436 (Figura 2). Fato interessante
foi a elevada divergéncia genética apresentada pelos
acessos BGMC 436 e BGMC 1262 em relacdo os
demais acessos avaliados (Figura 2). O coeficiente
de correlacdo cofenética do dendrograma (r = 0,81)
revelou o consideravel ajuste entre a representagao
grafica da dissimilaridade genética e¢ a matriz
original, o que assegura inferéncias realizadas por
meio da avaliagdo visual da Figura 2.

Figura 2. Dendrograma resultante da analise de agrupamento de 16 acessos de mandioca de industria, obtido pelo
método UPGMA, utilizando o complemento do indice de similaridade de Gower (1971), obtido a partir da analise
conjunta de caracteres quantitativos, qualitativos e marcadores RAPD, como medida de distancia genética. O valor do

coeficiente de correlagao cofenética (r) é de 0,81.
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Fonte: Elaboracdo dos autores.
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A matriz de dissimilaridade genética estimada
por meio da andlise conjunta de caracteres
quantitativos, caracteres qualitativos e marcadores
moleculares (MD ;. .x.pp)s Tevelou  correlagdo
significativa moderada com MD, (r = 0,52) e
elevada com MD,,,, (r = 0,75), enquanto que
apresentou correlagdo reduzida com MD,,. (R
= 0,15) (Tabela 4). Tal diferenga na associagdo
entre as matrizes provavelmente tenha por base
o fato de ter sido utilizado na analise conjunta
um numero maior de marcadores RAPD (70) do
que de caracteres quantitativos (13) e caracteres
qualitativos (26). Esses resultados apontam no
sentido de que a analise conjunta de dados ¢ mais
eficiente quando mais balanceado for o nimero
de caracteres/marcadores disponiveis entre as
diferentes ferramentas de acesso a variabilidade
genética disponiveis. Nesse sentido, Vieira et al.
(2007) estabeleceram a hipdtese de que para que
se obtenha um conhecimento mais completo do
grau de divergéncia entre acessos ¢ necessario
considerar separadamente as analises com dados
moleculares ¢ fenotipicos, para que entdo, seja
possivel chegar a uma conclusao final a respeito da
divergéncia genética apresentada entre 0s acessos
analisados. Entretanto, este estudo evidenciou
que a possibilidade de utilizagdo de um indice de
dissimilaridade de forma conjunta paralelamente a
analise individuais das dissimilaridades contribui
para a interpretacdo dos resultados e ¢ uma
ferramenta auxiliar de grande importdncia em
estudos de conservagdo e uso de germoplasma.

Do ponto de vista pratico, o estudo com base
nos diferentes grupos de caracteres quantitativos,
qualitativos e moleculares revelou a existéncia de
elevada variabilidade genética entre os acessos
analisados (Tabelas 2 e 3, Figuras 1A, 1B, 1C ¢
2). O fato de ter sido detecta ampla variabilidade
genética mesmo entre acessos melhorados, ¢
consequéncia direta da utilizagdo da ampla base
genética de mandioca disponivel no Brasil (VIEIRA
et al., 2008b) de forma constante no melhoramento
genético da cultura. Estudos tem demonstrado, que

o fato da mandioca apresentar sistema reprodutivo
que favorece a fecundacdo cruzada, que permite uma
constante recombinacao génica, aliada a propagagao
vegetativa, tem reflexo direto na capacidade de
adaptacao da espécie as mudangas ambientais
(CEBALLOS et al., 2004; EL-SHARKAWY, 2004;
DUPUTIE et al., 2009).

Em relagao a conservagao e uso do germoplasma,
o estudo revelou que no grupo de acessos avaliados
existe variabilidade genética suficiente para o
estabelecimento de um programa de melhoramento
genético voltado a geracao variedades de mandioca
de industria adaptadas as condi¢des do Cerrado do
Brasil Central.

Conclusoes

No grupo de acessos de industria avaliados
existe ampla variabilidade quanto aos caracteres
quantitativos, qualitativos ¢ moleculares aferidos.

A melhor estratégia para orientar agdes de
conservagdo e uso de germoplasma de mandioca ¢
por meio de estudos de divergéncia genética com
o emprego de marcadores moleculares, caracteres
qualitativos e caracteres quantitativos de forma
conjunta e complementar.
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