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Caracterizacdo molecular de acessos
de mandioca de mesa adaptados ao
Cerrado do Brasil Central

RESUMO

O objetivo do trabalho foi caracterizar por meio de marcadores RAPD, a variabilidade genética de 23
acessos de mandioca de mesa conservados no Banco Regional de Germoplasma de Mandioca do Cer-
rado (BGMC). Os acessos analisados foram duas variedades recomendadas para o cultivo na regido do
Cerrado BGMC 982 e BGMC 753 e 21 variedades locais selecionadas em razdo de apresentarem baixos
teores de HCN nas raizes (inferiores a 100 ppm) e adaptagédo as condi¢des do Cerrado do Brasil Cen-
tral. Em laboratdrio, os acessos foram avaliados por meio de 11 iniciadores RAPD, sendo posterior-
mente estimada a matriz de similaridade genética entre os acessos, por meio do coeficiente de Jaccard.
Os iniciadores geraram 120 marcadores RAPD, dos quais 60% foram polimérficos. Dentre os acessos
estudados, apenas os do grupo Taquara Amarela (BGMC 1289, BGMC 1290, BGMC 1291 e BGMC
1292) evidenciaram similaridade genética elevada. Os demais acessos ndo apresentaram tendéncia de
agrupamento de forma hierarquica, ou seja, em grupos que evidenciam similaridade dentro dos grupos
e divergéncia entre grupos. Nao foi observada também tendéncia de agrupamento dos acessos em fun-
¢do do local de procedéncia/coleta dos acessos. O estudo revelou a eficiéncia dos marcadores RAPD
na determinacdo da variabilidade genética entre acessos de mandioca de mesa e que no grupo de aces-
sos avaliados existe elevada variabilidade genética passivel de ser utilizada no melhoramento genético.

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

Molecular characterization of sweet cassava
accessions adapted to the Brazil Central
Cerrado

ABSTRACT

The aim of the present work was to characterize, via RAPD markers, the genetic variability of 23 sweet
cassava accessions conserved in the Cerrado Cassava Regional Germoplasm Bank (“Banco Regional de
Germoplasma de Mandioca do Cerrado”-BGMC). The analyzed accessions were two varieties recom-
mended for cultivation within the Cerrado Region, BGMC 982 and BGMC 753, and 21 landraces selec-
ted for presenting low contents of HCN in the roots (lower than 100 ppm) and for adaptation to the
Brazil Central Cerrado conditions. Under laboratorial conditions, the accessions were evaluated by using
11 RAPD primers, the matrix of similarity among the accessions being estimated afterwards, by using the
Jaccard index. The primers generated 120 RAPD markers, among which 60% were polymorphic. Among
the studied accessions, solely the group “Taquara Amarela” (BGMC 1289, BGMC 1290, BGMC 1291
and BGMC 1292) displayed high genetic similarity. The other accessions did not present tendency of
grouping in hierarchic manner, i.e. in clusters that display similarity within the groups and divergence
among groups. Neither any tendency of grouping of accessions in function of origin place/accession co-
llection was observed. The study revealed the efficiency RAPD markers in the determination of genetic
variability among sweet cassava accessions and that within the group of evaluated accessions there is high
genetic variability which may be used in genetic breeding.
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INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), arbusto pe-
rene cujo centro de origem e de diversidade é o Brasil (Ol-
sen, 2004), é cultivada principalmente em paises tropicais,
em desenvolvimento, em func¢do de suas raizes tuberosas
ricas em amido (El-Sharkawy, 2003). No Brasil a cultura é
um dos principais produtos da agricultura familiar e apre-
senta papel relevante na alimentacdo da populacdo, quer
seja por meio do consumo de raizes processadas (farinha,
fécula, entre outros) ou pelo consumo in natura (cozido,
frito, entre outros) (Borges et al., 2002; Fukuda et al.,
2006).

Os acessos de mandioca séo classificados em mansos
ou bravos, em funcdo do conteddo de acido cianidrico
(HCN) em suas raizes. Esse acido é uma substancia toxi-
ca resultante da hidrolise de um glicosideo cianogénico,
que, quando consumida em altos niveis, é capaz de cau-
sar intoxicacOes (EI-Sharkawy, 2003). A mandioca mansa,
também conhecida como mandioca de mesa, aipim ou
macaxeira, se diferencia da mandioca denominada brava,
por apresentar teores de HCN nas raizes inferiores a 100
ppm. Assim, se destinam ao consumo humano in natura
ou as industrias de transformacdo (principalmente farinha
e fécula), enquanto que as mandiocas bravas necessaria-
mente devem passar por algum processo para eliminagdo
do excesso do HCN, como ocorre nas industrias de fari-
nha e fécula (Bolhuis et al., 1954).

No Brasil, em especial na regido do Distrito Federal e
Entorno, o cultivo de variedades de mandioca de mesa (co-
mercializacdo in natura) apresenta potencial de expansao,
uma vez que o mercado consumidor é crescente, a renta-
bilidade é alta e os produtores tém tradi¢do com a produ-
cdo de mandioca (Aguiar et al., 2005). O problema reside
no fato de parte da producgdo estar baseada em varieda-
des tradicionais, que ndo passaram por melhoramento
genético e, portanto, ndo apresentam potencial produti-
vo elevado nem boas qualidades culinarias (Borges et al.,
2002; Vieira et al., 2009). Portanto, é necessaria a realiza-
cao de melhoramento genético visando a sele¢do de cons-
tituicdes genéticas especificas para o consumo in natu-
ra. Entretanto, para tal, é necessario conhecimento a cerca
da variabilidade genética existente entre 0s acessos que
poderdo ser utilizados como genitores, o que facilitara
sobremaneira a conservacao e a utilizacdo do germoplas-
ma disponivel.

Marcadores moleculares vém sendo utilizados com ele-
vada frequéncia na estimativa da variabilidade genética
em mandioca (Zacarias et al., 2004; Ferreira et al., 2008,
Vieira et al., 2008a), uma vez que estes apresentam ampla
capacidade de acessar as informacdes contidas no geno-
ma. Em mandioca, também vém sendo utilizados caracte-
res fenotipicos na caracterizacdo de acessos de mandio-
ca (Nick et al., 2008; Vieira et al., 2008a; Albuquerque et
al., 2009). Em relacdo aos caracteres fenotipicos, os mar-
cadores moleculares apresentam a vantagem de néo so-
frerem influéncia do ambiente e de exibirem grande capa-
cidade de deteccdo de variabilidade genética, porém
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apresentam a desvantagem de acessarem 0 genoma como
um todo e ndo somente as regides responsaveis pela ma-
nifestacdo dos caracteres de interesse. Dentre as diversas
técnicas de marcadores moleculares, 0 RAPD (polimorfis-
mo de DNA amplificado ao acaso) merece destaque, pelo
baixo custo, pela rapida e facil execugdo e pelo fato de ndo
exigir a sintese de iniciadores especificos.

Neste trabalho, objetivou-se caracterizar, por meio de mar-
cadores RAPD, a variabilidade genética de 23 acessos de
mandioca de mesa conservados no Banco Regional de Ger-
moplasma de Mandioca do Cerrado (BGMC).

MATERIAL E METODOS

Foram analisados 23 acessos de mandioca de mesa man-
tidos no Banco Regional de Germoplasma de Mandioca do
Cerrado (BGMC) (Tabela 1), sendo duas variedades reco-
mendadas para o cultivo na regido do Cerrado BGMC 982
e BGMC 753 (Vieira et al., 2008a; Fialho et al., 2009) e 21
variedades locais selecionadas em razdo de apresentarem
baixos teores de HCN nas raizes (inferiores a 100 ppm) e
adaptacdo as condig¢des do Cerrado do Brasil Central (Vi-
eira et al., 2008b).

Tabela 1. Acessos de mandioca de mesa analisados com respectivos nomes
comuns e local de coleta/procedéncia (LCP)

Table 1. Evaluated sweet cassava accessions with respective common names
and place of collection/origin (“local de coleta/procedéncia’™~LCP)

Acessos Nome comum LCP
BGMC 982 lapar 19/Pioneira IAPAR - Londrina (PR)
BGMC 753 IAC 756-70/Japonesinha IAC - Campinas (SP)*
BGMC 1289 Taquara Amarela Planaltina (DF)
BGMC 1290 Taquara Amarela 1 Planaltina (DF)
BGMC 1291 Taquara Amarela 2 Planaltina (DF)
BGMC 1292 Taquara Amarela 3 Planaltina (DF)
BGMC 1266 Flores de Goias Flores de Goias (GO)
BGMC 34 Mantiqueira IAC - Campinas (SP)*
BGMC 751 Japonesa Planaltina (DF)
BGMC 1246 Americana Brazlandia (GO)
BGMC 764 N&o possui denominagéo Sobradinho (DF)
BGMC 1254 Buriti Planaltina (DF)
BGMC 1096 N&o possui denominagéo IAC - Campinas (SP)*
BGMC 1341 Pioneira diferente Unai (MG)
BGMC 962 Vassourinha Morrinhos (GO)
BGMC 1250 Branca de Unai Unai (MG)
BGMC 1189 Agua morna Procedéncia desconhecida
BGMC 1196 Né&o possui denominagao Procedéncia desconhecida
BGMC 1277 N&o possui denominagao Palmas (TO)
BGMC 1132 Cacau Planaltina (DF)
BGMC 1268 Clara de Ovo Planaltina (DF)
BGMC 1257 Cacau Dourada Unai (MG)
BGMC 768 N&o possui denominacéo Luziania (GO)

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

Os marcadores RAPD foram obtidos a partir de amostras
de DNA extraidas de folhas em estagio intermediario de ma-
turacdo, por meio do método do CTAB, com pequenas modi-
ficagBes (Faleiro et al., 2003). As reaces de amplificagio ocor-
reram em um volume final de 13 iL contendo: Tris-HCI 10 mM
(pH 8,3), KCI 50 mM, MgCI2 3 mM, 0,1 mM de cada um dos
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desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,4 iM
de um iniciador (Operon Technologies Inc., Alameda, CA,
EUA), uma unidade da enzima Taq polimerase (invitrogen) e
15 ng de DNA. Para obtencdo dos marcadores RAPD foram
utilizados 11 iniciadores decameros: OPD (02), OPE (12), OPF
(08), OPG (05, 08, 09, 15 e 16), OPH (4, 13 e 15). O ciclo de
amplificacdo foi realizado em um termociclador (MJ Research,
Inc.) programado para 40 ciclos, cada um constituido pela
seguintes etapas: desnaturacdo (15 segundos a 94°C), anela-
mento (30 segundos a 35°C) e extens&o (90 segundos a 72°C).
Ao final foi realizado um ciclo extenséo de 6 minutos a 72°C,
e posteriormente, a temperatura foi reduzida para 4°C. Apds a
amplificagdo, foram adicionadas, a cada amostra, 3 il de tam-
péo de amostra (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 tampéo
TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM). Os produtos amplifi-
cados foram separados eletroforeticamente e fotografados
sob luz ultravioleta.

Os amplicons foram classificados em presenca (1) e au-
séncia (0) de bandas e convertidos em uma matriz de dados
binérios, a partir da qual foi estimado: i) o contetdo de infor-
macéo de polimorfismo (CIP) de cada marcador de cada inici-
ador, por meio da formula CIP = 2f;(1-f;), onde fi é a freqiién-
cia de presenca de banda (1), (1-fi) é a freqiiéncia de auséncia
de banda (0), e posteriormente foi estimado o CIP médio de
que cada iniciador por meio da média aritmética do CIPs ob-
tidos; ii) o indice do marcador (IM) calculado para cada inici-
ador por meio da férmula IM = PIC x nbp, onde npb é o nu-
mero de bandas polimorficas (Powell et al., 1996); e iii) a
similaridade genética entre os acessos, por meio do coefici-
ente de Jaccard (Jaccard, 1908), conforme a equagdo: S;;= Nj/
( Nj + Ni + Nj); onde: Nj; = nimero de bandas presentes em
ambos os acessos i e j; N; = o ndmero de bandas presentes
no acesso i, € Nj = o nimero de bandas presentes no acesso
J

Com base na matriz de similaridade foi construido um den-
drograma, por meio do método de agrupamento da distancia
média (UPGMA). O ajuste entre a matriz de dissimilaridade e
o dendrograma foi estimado pelo coeficiente de correlacéo
cofenética (r), conforme Sokal & RohlIf (1962), por meio do
programa computacional NTSYS pc 2.1 (Rohlf, 2000). A esta-
bilidade dos agrupamentos foi computada por meio da anali-
se de Bootstraping com 500 replica¢Bes por meio do progra-
ma Genes (Cruz, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de 23 acessos de mandioca de mesa por meio de
11 iniciadores gerou um total de 120 marcadores RAPD, dos
quais 72 (60%) foram polimodrficos, evidenciando a existéncia
de elevada variabilidade genética entre os acessos de mandi-
oca de mesa analisados e a eficiéncia da técnica de RAPD na
quantificacdo da variabilidade presente, como ja havia sido
relatado por Zacarias et al., 2004; Ferreira et al., 2008 e Vieira
et al., 2008a. A existéncia de elevada variabilidade genética
no grupo de acessos estudados era esperada, uma vez que

foram analisados acessos de diferentes origens e niveis de
melhoramento, todos oriundos do Brasil que é o centro de
diversidade da espécie (Olsen, 2004).

Dentre os iniciadores utilizados, os que evidenciaram mais
bandas polimorficas (BP), maiores contetidos de informacao
de polimorfismo (CIP) e maiores informaces de polimorfismo
(M1), foram OPF-08, OPG-15 e OPG-09, com respectivamente
16, 13 e 11 (BP); 0,24, 0,26 € 0,28 (CIP); e 3,84, 3,38 € 3,08 (MI)
(Tabela 2). Por outro lado, os iniciadores que revelaram me-
nos bandas polimorficas (BP), menores contetdos de infor-
macéo de polimorfismo (CIP) e menores informacdes de poli-
morfismo (M), foram OPH-13 e OPH-04, com respectivamente
O0el(BP),0e0,05(CIP), e 0e 0,05 (MI) (Tabela 2).

Tabela 2. Iniciadores utilizados para obten¢éo dos marcadores RAPD, respectivo
nuimero de bandas polimérficas (BP), nimero de bandas monomdrficas
(BM), contetido de informagdo de polimorfismo (CIP) e indice do marcador
(IM)

Table 2. Primers used to obtain the RAPD primers, corresponding number of
the polymorphic bands (“bandas polimérficas™BP), number of monomorphic
bands (“bandas monomérficas”-BM), polymorphism information contents
(“contetido de informac&o de polimorfismo-CIP) and marker index (“indice
do marcador-IM)

Iniciadores Seqiiéncia - 5 >3 BP BM CIP M
OPD-02 GGACCCAACC 4 3 016 064
OPE-12 TTATCGCCCC 8 4 017 136
OPF-08 GGGATATCGG 16 1 024 384
OPG-05 CTGAGACGGA 4 7 012 048
OPG-08 TCACGTCCAC 7 4 017 119
OPG-09 CTGACGTCAC 11 3 028 308
OPG-15 ACTGGGACTC 13 4 026 338
OPG-16 AGCGTCCTCC 4 4 011 044
OPH-04 GGAAGTCGCC 1 7 005 005
OPH-13 GACGCCACAC 0 5 000 0,00
OPH-15 AATGGCGCAG 4 6 006 024

TOTAL 72 48 015 134

A similaridade genética evidenciou que 0s acessos mais
proximos geneticamente foram BGMC 1289 e BGMC 1290,
ambas as variedades locais coletadas em Planaltina (DF) e
pertencentes ao grupo popularmente conhecido na regido
como Taquara Amarela, e que os menos similares foram os
acessos BGMC 1268 e BGMC 751, também procedentes de
Planaltina (DF) (Figura 1).

A andlise da Figura 1 revelou a formagdo de apenas um
agrupamento forte, formado pelos acessos BGMC 1289,
BGMC 1290, BGMC 1291 e BGMC 1292 com uma percenta-
gem de agrupamento coincidente de 60%. Sendo que 0s aces-
sos BGMC 1289 e BGMC 1290 apresentaram uma porcenta-
gem de agrupamentos coincidentes de 100%, enquanto que
0s acessos BGMC 1291 e BGMC 1292 apresentaram 30% de
agrupamentos coincidentes, mostrando que entre 0s acessos
do grupo Taquara Amarela existe variagao na coincidéncia de
agrupamentos, mas que esse agrupamento é forte quando
comparado aos demais agrupamentos formados. A similarida-
de genética entre esses acessos pode ser explicada pelo fato
deles pertencerem ao mesmo grupo de acessos conhecidos
popularmente na regido do Cerrado, como Taquara Amarela.
Os acessos desse grupo expressam elevada semelhanca fe-
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Figura 1. Dendrograma resultante da analise de 23 acessos de mandioca de mesa, obtido pelo método de agrupamento UPGMA, com base na matriz de similaridade
genética obtida por meio do coeficiente de Jaccard utilizando-se 72 marcadores RAPD. Os valores encontrados nos grupos indicam o valor percentual de vezes
que 0s genétipos agruparam juntos em 500 ciclos de andlise de bootstraping e a linha pontilhada representa a similaridade média. O valor do coeficiente de

correlacéo cofenética (r) € de 0,85

Figure 1. Resulting dendrogram from the analysis of 23 sweet cassava accessions, through the clustering method of UPGMA, based in the genetic similarity
matrix obtained through the Jaccard coefficient, by using 72 RAPD markers. The values found in each group indicate the percentual value of times that the
genotypes clustered together in 500 cycles of bootstraping analyses and the dotted line represents the average similarity. The cophenetic correlation coefficient

value (r) is 0,85

notipica e elevado potencial de produtividade e qualida-
de de raizes para o consumo humano in natura, porém,
como demonstrado nesse trabalho apresentam diferencas
genéticas em nivel de DNA. Do ponto de vista pratico,
esse resultado evidencia que esses gendétipos podem
apresentar diferengas em caracteristicas agronémicas que
podem vir a ser Uteis para 0 melhoramento genético e até
mesmo para a recomendagdo de algum desses acessos
como nova variedade de mandioca de mesa para a regido
do Cerrado do Brasil Central. O coeficiente de correlacéo
cofenética do dendrograma (r= 0,85) revelou elevado ajus-
te entre a representacdo grafica da similaridade genética
e a matriz de similaridade original, o que justifica que
sejam realizadas inferéncias por meio da avaliagéo visual
da Figura 1.

A elevada variabilidade genética em nivel de DNA detec-
tada aponta para a possibilidade de também haver variagdo
quanto ao potencial agronémico no grupo de acessos de mesa
avaliados, e que essa variacdo pode ser utilizada no melhora-
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mento genético de mandioca visando ao desenvolvimento de
variedades adaptadas as condi¢des de Cerrado.

A existéncia de elevada variabilidade genética em mandio-
ca pode ser explicada pelo fato da espécie ser alégama (El-
Sharkawy, 2003), o que permite que constantemente sejam
geradas novas combinagdes genéticas que sdo inicialmente
propagadas por sementes e que posteriormente sdo propa-
gadas vegetativamente como uma nova variedade ou incor-
porados a uma variedade ja cultivada em func¢do do interesse
do produtor (Ceballos et al., 2004; Duputié et al., 2009). Des-
sa forma, a fecundaco cruzada possibilita uma adaptagdo a
longo prazo as mudangas ambientais (macro temporal) por
meio da constante geracdo de variabilidade genética e a pro-
pagacao vegetativa possibilita uma adaptacdo rapida as con-
di¢Bes ambientais (micro temporal) por meio da clonagem de
genétipos superiores. Imaginando-se um cendrio em que a
cultura da mandioca é cultivada a mais de 500 anos no Brasil,
que atualmente € cultivada de norte a sul do pais e que o0s
pequenos produtores tém por habito o cultivo de mais de uma
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variedade simultaneamente, é possivel imaginar o grande
namero de novas combinagdes geradas anualmente e que séo
selecionadas e incorporadas aos sistemas de produgéo cons-
cientemente ou inconscientemente pelos produtores. Parale-
lo a esse fato, temos um grande fluxo génico por meio de uma
constante troca de materiais genéticos entre produtores (Co-
lombo et al., 2000; Faraldo et al., 2000).

Em relacdo a recomendacédo de cruzamentos para fins de
melhoramento, com excecdo dos acessos do grupo Taquara
Amarela que ndo devem ser cruzados entre si, por poderem
apresentar depressdo endogamica na progénie, os melhoris-
tas podem optar por qualquer cruzamento envolvendo os
gendétipos avaliados. Entretanto, para que as recomendacdes
de cruzamentos sejam mais efetivas é necessario também que
0s acessos sejam avaliados em relacdo aos principais carac-
teres agrondmicos de interesse no melhoramento de mandio-
ca de mesa em experimentos de competi¢cdo de acessos.

CONCLUSOES

Os marcadores RAPD mostraram eficiéncia na determina-
cdo da variabilidade genética entre acessos de mandioca de
mesa e no grupo de acessos avaliados existe elevada variabi-
lidade genética passivel de ser utilizada no melhoramento
genético.
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