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Introducio

A Embrapa Cerrados coordena o Banco Regional de Germoplasma de Mandioca do
Cerrado (BGMC), que reune cerca de 500 acessos e tem por objetivo conservar a
variabilidade genética de mandioca presente na regiao do Cerrado Brasileiro. E assim servir
como fonte de genes para programas de melhoramento genético voltados as demandas da
regido. Dentre os acessos mantidos no BGMC se destacam os acessos que nao armazenam
amidos em suas raizes de reserva (como usualmente ocorre na cultura da mandioca) e sim
agucares livres e que foram primeiramente estudados por Carvalho et al. (2000) e Carvalho et
al. (2004).

Esses gendtipos conhecidos como mandiocas agucaradas ou mandiocabas evidenciam
potencial de uso no futuro na industria na produgdo de xarope de glicose sem a necessidade da
hidrolise do amido, na producdo de amido com variabilidade na proporgao
amilose/amilopectina, na produ¢do de amido do tipo glicogénio, na producdo de amido do
tipo “waxy”, na produ¢do de bebidas fermentadas, na produ¢do de dlcool para industria de
cosméticos, na utilizagdo de amidos especificos na industria siderurgica, na producdo de
alcool combustivel; entre outras utilidades (Carvalho et al., 2000; Carvalho, 2005). Entretanto
esses acessos ainda ndo foram suficientemente estudados quanto a sua variabilidade genética,
o que ¢ fundamental para a conservacdo desses acessos e sua utilizagdo no melhoramento
genético.

O objetivo do trabalho foi determinar a variabilidade genética entre variedades de

mandioca agucaradas e ndo agucaradas por meio de marcadores RAPD.
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Material e Métodos

Foram analisados 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 agucarados ¢ duas variedades melhoradas recomendados
para o cultivo na regido do Cerrado (uma de mesa e uma de industria), listados na Tabela 1.

A DNA dos acessos foi extraido a partir de folhas em estdgio intermediario de
maturacdo, por meio do método do CTAB, com modificagdes (Faleiro et al., 2003), otimizado
e validado (Bellon et al., 2007). As amostras de DNA de cada acesso foram amplificadas para
obtencdo de marcadores RAPD. As reagdes de amplificagdo foram realizadas em um volume
total de 13 pL, contendo Tris-HCl 10 mM (pH 8,3), KC1 50 mM, MgCI2 3 mM, 100 uM de
cada um dos desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,4 uM de um primer
(Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA), uma unidade da enzima Taq polimerase e,
aproximadamente, 15 ng de DNA. Para obten¢do dos marcadores RAPD foram utilizados 12
primers decameros: OPD (02, 08, 18), OPF (08), OPG (05, 08, 09, 15 e 16), OPH (10, 16 ¢
17). Foi utilizado um termociclador programado para 40 ciclos, cada um constituido pela
seguinte seqliéncia: 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. Apos a amplificagdo, foram adicionadas, a cada amostra,
3 ul de uma mistura de azul de bromofenol (0,25%) e glicerol (60%) em dgua. Essas amostras
foram aplicadas em gel de agarose (1,2%), corado com brometo de etidio, submerso em
tampao TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM). A separagdo eletroforética foi de,
aproximadamente, quatro horas, a 90 volts. Ao término da corrida, os géis foram fotografados

sob luz ultravioleta.

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

Acessos Nome comum Tipo

BGMC 1208 Sem denominagao local ndo agucarado
BGMC 1210 Sem denominagao local ndo agucarado
BGMC 1212 Sem denominagao agucarado

BGMC 1213 Sem denominagao acucarado
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BGMC 1211 Sem denominagao agucarado
BGMC 1217 Iguagu acucarado
BGMC 1215 Castanhau agucarado
BGMC 1207 Sem denominagao acucarado
BGMC 1209 Sem denominagao agucarado
BGMC 1214 Sem denominagao acucarado
BGMC 1219 Sao Francisco 1 agucarado
BGMC 1220 Sao Francisco 2 agucarado

BGMC 753 TAC 12 (Mandioca de industria) melhorado ndo agucarado
BGMC 436 TAC 756-70 (Mandioca de mesa) melhorado ndo agucarado

Os produtos das reacdes de amplificagdo (marcadores RAPD), foram classificados
conforme presenca (1) e auséncia (0) e convertidos em uma matriz de dados bindrios, a partir
da qual foi estimada a similaridade genética entre os diferentes genotipos, com base no
coeficiente de similaridade de Jaccard. Com base na matriz de similaridade foi construido um
dendrograma por meio do método de agrupamento da distancia média (UPGMA). Para a
verificagdo do ajuste entre a matriz de similaridade e o dendrograma foi calculado o
coeficiente de correlagdo cofenética (r), conforme Sokal e Rohlf (1962), todas as andlises

estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa NTSYS pc 2.1 (Rohlf, 2000).

Resultados e Discussiao

Os 12 primers utilizados geraram um total de 131 marcadores RAPD, dos quais 96
(73%) foram polimorficos, evidenciando a existéncia de variabilidade genética e a eficiéncia
da técnica de RAPD na detecc¢ao da variabilidade genética presente nos genotipos estudados.
A elevada eficiéncia da técnica de RAPD na detecgdo de variabilidade genética entre acessos
de mandioca ja havia sido relatada por Zacarias et al., (2004); Asante e Offei, (2003). Dentre
as bandas polimérficas, duas foram detectadas em todos os acessos ndo agucarados € em
nenhum agucarado (nos primers OPH-10 e OPH-17), enquanto que uma banda foi detectada
em todos os acessos agucarados e em nenhum dos ndo agucarados (no iniciador OPF-8). Estas
bandas podem constituir marcadores com grande potencial para a diferenciacao dos genotipos
quanto a presenca ou auséncia do fenodtipo agucarado nas raizes. Além disso, podem vir a ser
importantes no mapeamento genético, para a deteccao de associagcdo entre marcadores e locos

controladores do caréter. Portanto, estas devem ser priorizadas quando do mapeamento



Ix SIMPGSIO I I SIMPOSIO Internacional

Nacional y }
Cerrado Savanas Tr_opicals

Desafios e estratégias para o equilibrio entre sociedade,

agronegdcio e recursos naturais { %’

12 a 17 de outubro de 2008
ParlaMundi, Brasilia, DF

genético, uma vez que existem evidencias de que elas podem estar pelo menos parcialmente
associadas ao carater. Dentre os primers utilizados o que evidenciou o maior nimero de
bandas polimorficas foi o OPG-08 com 12 bandas e o que evidenciou o menor numero de
bandas polimoérficas foi o primer OPH-10 com 03 bandas polimorficas (Tabela 2).

A similaridade genética estimada evidenciou que os acessos mais similares foram
BGMC 1207 e BGMC 1209 ambos agucarados e que os menos similares foram o acesso
acucarado BGMC 1219 e a variedade melhorada de mandioca de industria recomendada para
o plantio na regido do cerrado BGMC 436. A andlise da Figura 1 permitiu claramente a
particdo dos acessos avaliados em 4 grupos: grupo i) formado pelos 10 acessos agucarados
(BGMC 1212, BGMC 1213, BGMC 1211, BGMC 1217, BGMC 1215, BGMC 1207, BGMC
1209, BGMC 1214, BGMC 1219 ¢ BGMC 1220); grupo ii) formado pelos acessos locais
(BGMC 1208 e BGMC 1210), que foram introduzidos no BGMC como agucarados, mas que
ndo evidenciaram o fenotipo nas condi¢cdes do Cerrado; grupo iii) formado pelo acesso
BGMC 753; e grupo iv) formado pelo acesso BGMC 436 (Figura 1).

Tabela 2. Primers utilizados para obtencdo dos marcadores RAPD e respectivo numero de
bandas polimorficas € monomorficas.

. Seqiiéncia N° de bandas N° de bandas
Primer . A . .
553 polimorficas monomorficas

OPD-02 GGACCCAACC 5 0
OPD-08 GTGTGCCCCA 9 4
OPD-18 GAGAGCCAAC 9 9
OPF-08 GGGATATCGG 11 2
OPG-05 CTGAGACGGA 10 4
OPG-08 TCACGTCCAC 12 0
OPG-09 CTGACGTCAC 9 1
OPG-15 ACTGGGACTC 5 2
OPG-16 AGCGTCCTCC 5 4
OPH-10 CCTACGTCAG 3 3
OPH-16 TCTCAGCTGG 10 3
OPH-17 CACTCTCCTC 8 3
TOTAL 96 35

Os resultados obtidos revelaram a existéncia de variabilidade genética em nivel de

DNA entre os acessos agucarados uma vez que ndo foi detectada nenhuma similaridade de
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100% o que ¢ importante para o melhoramento genético que ¢ dependente de variabilidade.
Além disso, a técnica de RAPD se mostrou eficiente na discriminagao dos acessos em func¢ao
do fenotipo acucares nas raizes, uma vez que nenhum acesso ndo agucarado agrupou-se com
acessos acucarados. 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 execucdo desse trabalho foi detectado que nas condi¢gdes do Cerrado
ndo evidenciam o fendtipo agucarado formaram um grupo isolado, o que revela que esses
acessos apresentam um backgroud genético diferente dos acessos agucarados e das variedades
recomendas para o cultivo na regido do Cerrado. O fato dos dois acessos oriundos de
programas de melhoramento genético BGMC 753 e BGMC 436 terem evidenciado elevada
divergéncia genética em relacdo aos demais acessos analisados (agucarados e genotipos locais
ndo agucarados) revela que o processo de selegdo artificial realizado pelos melhoristas nas
estacdes de pesquisa redundou em ampla variacdo genética. O coeficiente de correlagdao
cofenética do dendrograma (r = 0,99) 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.
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Figura 1. Dendrograma resultante da analise de 14 acessos de mandioca, obtido pelo método
de agrupamento UPGMA, com base na matriz de similaridade genética obtida por meio do
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coeficiente de Jaccard utilizando-se 131 marcadores RAPD. O valor do coeficiente de
correlagao cofenética (r) € de 0,99.

Conclusoes

Os marcadores RAPD mostraram eficiéncia na determinacao da variabilidade genética
entre acessos de mandioca agucarados ¢ nao agucarados e diferenciaram claramente os

acessos acucarados dos locais ndo agucarados ¢ dos acessos melhorados.
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