SIMILARIDADE GENETICA DE CULTIVARES DE MANDIOCA
(Manihot esculenta) POR MEIO DE MARCADORES RAPD

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi analisar a di-
vergéncia genética entre 27 acessos de mandioca prove-
nientes do banco ativo de germoplasma da Embrapa
Amazbnia Oriental. Foram utilizados 12 primers, onde
todos apresentaram polimorfismo. Foram analisadas 73
bandas polimoérficas de um total de 211 bandas amplifi-
cadas. A andlise de divergéncia genética foi realizada a
partir do programa NTSY S-pc, 2.02, utilizando o coefi-
ciente de Jaccard. Na andlise do dendograma, foram ob-
servados dois grupos principais. No primeiro grupo, que
se subdividiu em dois subgrupos, com coeficiente de
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similaridade, variando de 8% a 78%, incluem-se 20 ma-
teriais, oriundos de diferentes localidades. O segundo
grupo dividiu-se em dois subgrupos, com similaridade
genética, variando de 9% a 38%. Os acessos CPATU
260 e CPATU 137 foram distintos, em relagdo ao res-
tante, congtituindo subgrupos isolados, dentro do seu
grupo. Os resultados obtidos mostraram variabilidade
genética potencial para o programa de melhoramento
genético e informacBes Uteis, para o direcionamento de
coleta de germoplasma de mandioca para enrigquecimen-
to do BAG.
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GENETIC CHARACTERIZATION OF CASSAVA
(Manihot esculenta) BY RAPD MARKERS

ABSTRACT - The aim of this work was to analyse the
genetic diversity among twenty seven access of cassava
(Manihot esculenta) from Embrapa Eastern Amazon
Germoplasm Collection. All twelve RAPD primers
utilized to amplify the DNA showed polimorfism in
Manihot esculenta. From a total of two hundred and
eleven bands, it was selected seventy three polimorphic
bands. Genetic divergence analysis was carried out by
NTSYS-pc, 202 and Jaccard coefficient. The
dendogram analysis showed two different groups. The
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INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma
importante fonte de calorias que estdo armazenadas ha
raiz, sob a forma de fécula, constituindo a base alimen-
tar de grande parte da populagdo (cerca de 500 milhdes
de pessoas) da Africa, Asiae América Latina. Com uma
producdo de 3.500.000 t de raizes, o Para destaca-se

first group, which was splited in two small groups
(genetic similarity varied from 8 % to 78 %), included
twenty access originated of different locals. The second
group was split in two small groups (genetic similarity
varied from 9 % to 38 %). The access CPATU 260 and
CPATU 137 were shown to be the most divergent and
to belong to distinct groups. In conclusion, the results
showed genetic diversity that can be used in breeding
programs and in strategies to manage germoplasm
collection of cassava.

como o maior produtor nacional de mandioca e respon-
de por 70 % da produgdo na Regido Norte. Nesse Esta-
do, ha grande diversificagcdo do uso da mandioca, que
val da alimentagdo animal & humana, sob as formas "in
natura’ e de produtos processados, agregando maior va-
lor ao produto final.
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Além da reconhecida importancia socia e eco-
ndmica como cultura alimentar e de aplicagdo industri-
al, o Brasil é considerado o principal centro de diversi-
dade (Rogers & Appan, 1973) e a Amazbnia, 0 provéa
vel centro de origem da espécie (Allem, 1994). A carac-
terizacdo e avaliagdo do germoplasma, quanto ao seu
potencial de uso, segundo (Moraesl995), representa
um componente estratégico para as atividades de pes-
quisa e desenvolvimento, agregando valor ainda maior,
se estiver adicionado o conhecimento etnobioldgico e
definidas sequiéncias moleculares de interesse socia e
industrial. Dentre os marcadores o0 RFLP e RAPD po-
dem ser utilizados para determinar, a baixo custo, pa-
drdes de diversidade, nas colecBes de germoplasma
(Dodds & Watanabe, 1990).

A biodiversidade representa um importante bem
socioecondmico e, dentro deste contexto, a Amazodnia se
configura como um grande depositario de recursos ge-
néticos de mandioca. Os acessos col etados na Amazbnia
possuem alto valor, pela qualidade e adaptacdo as con-
di¢des ecoldgicas locais. Com o avango alcangado em
recentes estudos, desenvolvidos por Carvalho et al.
(2000), na area de hiologia molecular e biogquimica,
aumentam as perspectivas de que, num futuro préximo,
essa planta venha atender as demandas por alimentos al-
ternativos e farmacos produzidos pela bioindustria, in-
tegrando a mandioca aos demai's setores da economia.

Os acessos de mandioca do Brasil est&o distribu-
idos em sete bancos ativos de germoplasma regionais,
localizados na Amazonia (Oriental e Ocidental), Tabu-
leiros Costeiros, Semi-arido, Cerrados, Subtrépico e em
Campinas-SP. Apesar da reconhecida variabilidade ge-
nética existente nesses bancos, o germoplasma de man-
dioca tem sido pouco estudado, sob o ponto de vista ge-
nético. E importante conhecer a maneira como essa va-
riabilidade esta distribuida. E essencial conhecer a es-
trutura genética, uma vez que, os padrdes de distribui-
¢do da variabilidade genética estdo correlacionados com
0 sistema reprodutivo. A escassez de informagdes, prin-
cipamente aquelas relacionadas a documentagéo e ca-
racterizacdo genética, culminando com a caréncia de es-
tudos sobre o conhecimento da diversidade genética das
especies, com potencial econdémico para a regido, faz
com gue a conservagdo e caracterizagdo de germoplas-
ma se torne necesséria visando assegurar informacfes
sobre essas fontes de genes para a utilizaggo futura que,
além de prevenir a perda desses recursos sdo fundamen-
tais para o sucesso da producdo agricola. Os marcadores
de DNA representam ferramentas importantes em estu-
dos de evolucdo, domesticagéo, ecologia, filogenia, ma-
peamento genético e clonagem de genes. Estes marca

dores permitem a avaliagdo, em curto prazo, de um nd-
mero elevado de gendtipos, aém de ndo sofrerem influ-
éncia ambiental, como ocorre com marcadores morfol &
gicos. Em estudos de diversidade genética em mandio-
ca, marcadores biogquimicos (isoenzimas) e moleculares
(RAPD, Microssatélites, AFLP, etc.) tem sido emprega-
dos com sucesso, como os desenvolvidos por Elias et al.
(1998), Carvalho et al. (1998, 2000), Colombo (1997),
Faraldo (1999), Sambatti (1998), Peroni (1998) e Mi-
hlen (1999). O uso combinado de marcadores morfol 6-
gicos e moleculares subsidiar4 os trabalhos de melho-
ramento, na busca de cultivares mais produtivos e com
caracteristicas de qualidade que atendam as demandas
do setor produtivo, contribuindo, ainda, para o inter-
cdmbio de material e de informagOes entre instituigdes
de pesquisa. Neste sentido, foi instalado o Banco de
germoplasma de mandioca da Embrapa Amazonia Ori-
ental, localizado em Belém-PA. Os acessos foram cole-
tados em pequenas comunidades consideradas “reserva-
térios genéticos,” que devem ser mantidos e preserva
dos. O objetivo deste estudo foi examinar o polimorfis-
mo gerado por marcadores RAPD e andisar a diversi-
dade genética, entre acessos de mandioca, de diferentes
procedéncias, pertencentes ao Banco Ativo de Germo-
plasma (BAG) da Embrapa Amazonia Oriental.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e extracdo de DNA

O materia investigado foi composto de 27 aces-
sos de mandioca (Tabela 1), provenientes do Banco Ati-
vo de Germoplasma da Embrapa Amazénia Oriental,
em Belém, PA. O DNA gendmico foi obtido através de
folhas, em esté4dio médio de desenvolvimento, recém-
coletadas que, apds desinfeccdo, foram maceradas com
nitrogénio liquido e cerca de 200 mg de p6 foram trans-
feridos para tubos eppendorf. Adicionou-se, em seguida,
700 pl de solucéo extratora contendo CTAB 20 %, Na-
Cl 5M, TrisHCI 1M, EDTA 0,5M e PVP. Os tubos fo-
ram agitados e colocados em banho-maria a 60° C, du-
rante 60 minutos. O extrato foi misturado com 700 pl
de cloroférmio-&cool isoamil (24:1), para formar uma
emulsio. Ap6s centrifugar por 10 minutos a 4 °C e
12.000 rpm, a parte superior aquosa foi cuidadosamente
isolada e submetida a dcool 95 %, 0 que ocasionou a
precipitacdo do DNA. O material foi colocado em free-
zer (-20° C) por 20 minutos, sendo, em seguida, centri-
fugado por 10 minutos a4 °C e 12.000 rpm, lavado com
etanol 70 %, pararemover sais e, posteriormente, seco a
temperatura ambiente, por aproximadamente 12 horas.
O DNA foi ressuspendido com 100 ul RNAse/ TE
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(10ug.ml™). A concentracio de DNA foi estimada em  de diluicBes da amostra total em &gua estéril, de modo a
gel de agarose 1,0 %, pela comparacéo do DNA total  conter 5 ng/ul de DNA. As aliquotas foram armazena-
com trés concentragbes do DNA lambda. As amostras  das a—20°C.

utilizadas no RAPD, ap0s a quantificacdo total, partiram

TABELA 1 - Identificag8o das cultivares analisadas. Belém, Para. 2001.

N©°/cédigo Origem/localidade Cultivar/variedade
M1/cpatu 263 Medicilandia/PA/Brasil Pingo de Ouro
M2/ cpatu 135 Santarém/PA/Brasil Quricuri
M3/ cpatu 215 Belterra/PA/Brasil Belterra
M4/ cpatu 137 Labreal AMBrasil Jamamadi-1
M5/ cpatu 043 Pernambuco/Brasil Imitacéo
M6/ cpatu0 61 Braganca/PA/Brasil Maranhense-1
M7/ cpatuO 58 Araguaia/PA/Brasi Amarela-2
M8/ cpatu 061 PA/Brasil Jararaca-1
M9/ cpatu 197 Acre/Brasil Carauagu-2

M10/ cpatu 217 Araguaia/PA/Brasi| Amarela

M11/ cpatu 264 Cururupu/MA/Brasil Pingo de Ouro
M12/ cpatu 036 Braganca/PA/Brasil Maranhense-2
M13/ cpatu 035 Capanema/PA/Brasil Iracema-1

M 14/ cpatu 260 PA/Brasil Macaxeira Olho Preto
M15/ cpatu 204 Alenquer/PA/Brasil Olho Verde-2
M16/ cpatu 288 CNPMF/BA/Brasil Iracema-02-0020
M17/ cpatu 167 CNPMF/BA/Brasil Engana Ladréo
M18/ cpatu 022 Braganca/PA/Brasil Xingu

M19/ cpatu 022 Braganca/PA/Brasil BGM 019

M20/ cpatu 320 Braganca/PA/Brasil Macaxeira Branquinha-02
M21/ cpatu 319 IPEANE/PE/Brasil Engana L adr&o-0080
M22/ cpatul73 Manaus/Brasil IM 186

M23/ cpatu 299 CPATU/Brasil IM186-1

M24/ cpatu 165 Manacapuru/AM/Brasi Macaxeira Pao Manaus
M25/ cpatu 021 Braganca/PA/Brasil Olho Verde-01
M26/ cpatu 271 Tabatingas/ AM/Brasil Macaxeira Acal
M27/ cpatu 261 Vizeu/PA/Brasil MacaxeiraVizeu
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Andlise RAPD

Os primers utilizados foram: OPFO4, OPF15,
OPNO7, OPN20, OPOO05, OPO11, OPO12, OPS03,
OPS05, OPT04, OPT06 e OPTO?7.

As reacles foram desenvolvidas, de acordo com
0 protocolo de Williams et al. (1990), com pequenas
modificactes, num volume final de 13 pl, contendo &
gua destilada autoclavada, 20 mM Tris-HCI (pH 8,0),
50 mM KCI, 2,0 mM MgCl2, 200 uM de cada dNTP,
BSA purificada (2,5 mg/ml), 1,3 uM primer arbitrério,
1U.I Tag DNA polimerase, 15 ng de DNA gendmico e
por fim adicionadas duas gotas de éleo mineral.

As amplificages foram realizadas em termoci-
clador de DNA Thermolyne Amplitron |l modelo
DB.80225, sendo realizados 40 ciclosde 1’ a94°C, 1’ a
37°C e 2’ a 72°C, seguidos de mais 7 minutos a 72°C,
para a completa extensdo dos produtos amplificados. O
método utilizado para a separacdo dos produtos amplifi-
cados foi a eletroforese horizontal, em gel de agarose
1,5%, corado com brometo de etidio 1mg/ml. Utilizou-
se 13ul de cada reagdo, acrescido de 2 pl de uma solu-
¢ao de azul de bromofenol (40 %), mais sacarose. Foi
utilizado TBE (Trizma base 0,1 M; &cido bérico 1M e
EDTA 0,5M), como tampéo do gel e de corrida.

Apbs a eletroforese, os géis foram visualizados e
fotografados em equipamento de foto documentagdo. O
padréo de peso molecular utilizado foi o 1Kb ladder.

Andlise dos dados

Inicialmente, foi construida uma matriz para os
fragmentos polimoérficos amplificados com presenca (1)
e auséncia de banda (0). Somente foram consideradas as
bandas que ndo davam margens a diividas. Bandas mui-
to fracas, de dificil resolugéo, ndo foram incluidas. Para
andlise dos dados, utilizou-se 0 NTSY S-pc (Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System), versao
2.02. A similaridade entre as amostras foi estimada pelo
coeficiente de Jaccard, que gerou a matriz de similari-
dade. A partir dessa matriz, foi gerado o cluster, pelo
método UPGMA (“Unweighted Pair-Group Method U-
sing Arithmetic Average”).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Um total de 211 marcadores RAPD, com tamanhos
variando de 300 a 2200 pb, foram amplificados pelos
12 primers utilizados, dos quais 73 eram polimérficos,
gerando 34,60 % de polimorfismo. O niimero de marca-
dores amplificados variou de 24 (OPF-04) a 5 (OPN-
20). O nimero de fragmentos polimérficos por primer

variou de 11 (OPS-03) a 1 (OPF-15 e OPN- 20). Obser-
vou-se, dentre os fragmentos amplificados, a ocorréncia
de bandas especificas aos individuos. Na Fig.1, podem
ser visualizados exemplos destes marcadores. Foram es-
timados os indices de similaridade para todos os indivi-
duos anaisados (tabelal). As maiores disténcias foram
obtidas, comparando-se 0 CPATU 137, proveniente do
Amazonas, com 0 CPATU 261 (3%), proveniente do Pa-
rd. O segundo maior distanciamento genético foi entre
0s acessos CPATU 137, do Amazonas e o CPATU 35,
do Para (8 %) e os acessos CPATU 43, de Pernambuco,
e CPATU 021, do Para. Isto indica que estes acessos s
candidatos potenciais como fonte de variabilidade, no
programa de hibridizacdo desta espécie, visando 0 me-
Ihoramento genético.

Na Figura 2, encontra-se 0 dendograma, gerado
pelo método UPGMA, através do programa NTSY S-pc,
2.02. Esta andlise de distancia genética gerou o “clus-
ter”’, que mostra a separagdo dos acessos, em dois gru-
pos principais. No primeiro grupo, que se subdividiu em
dois subgrupos, com coeficiente de similaridade, vari-
ando de 3 % a 78 %, incluem-se 20 materiais, oriundos
de diferentes localidades. No segundo grupo, que se di-
vidiu em dois subgrupos, com similaridade genética, va-
riando de 9 % a 38 %, incluem-se quatro materiais de
diferentes localidades. Os acessos CPATU 260 e
CPATU 137 foram distintos, em relacdo ao restante,
congtituindo subgrupos isolados, dentro do seu grupo.
Observou-se que 0 acesso CPATU 22 esta duplicado no
Banco.

Constatou-se neste trabalho, que ndo foi possivel
estruturar os gendtipos, em funcdo da origem geogréfi-
ca, ja que alguns gendtipos da mesma localidade apre-
sentaram distanciamento genético consideravel, como é
0 caso dos acessos CPATU 61 e o CPATU 36, proveni-
entes de Braganca, PA, cujadiversidade foi de 17 %. Os
acessos CPATU 173 e CPATU 165 de Manaus, AM a
presentaram diversidade de 16 %. Acredita-se que, por
existirem nos bancos de germoplasma materiais oriun-
dos de rogas, lavouras comerciais e de programas de
melhoramento com elevada freqiiéncia de locos em he-
terose, exista grande variabilidade nos mesmos.
Colombo et a. (2000), examinando o polimorfismo ge-
rado por marcadores RAPD, em 126 gendtipos de man-
dioca, concluiram haver uma fraca estruturagdo genética
na mandioca, o que pode ocasionar sobreposicdo de ge-
nétipos de diferentes localidades. De acordo com estes
autores, este fato € devido a fatores, como as trocas
dematerial botanico, entre pequenos produtores, e a
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FIGURA 1 — Padréo de amplificacgo dos primers OPS 05 (A), OPS 03 (B), OPO 12 (C) e OPO 05 (D).

TABELAL — Matriz de distancia genética estimada pel o coeficiente de Jaccard para todos os individuos estudados,
Belém,Para, 2001.

M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9
M10
M11
M12
M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M20
M21
M22
M23
M24
M25
M26
M27

M1

1.00
0.39
0.38
0.11
0.23
0.17
0.37
043
0.48
0.30
041
0.56
0.51
0.27
041
047
043
051
0.38
0.25
0.26
0.18
0.21
0.33
0.22
0.21
0.21

M2

1.00
0.63
0.26
0.35
0.16
0.39
0.32
0.26
0.27
0.35
032
0.23
0.23
0.30
0.25
0.34
0.45
0.36
0.25
0.16
0.13
0.13
0.16
0.18
0.11
0.14

M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12 M13 M14 M15 M16 M17 M18 M19 M20 M21 M222 M23 M24

1.00

031 1.00

041 021 1.00

025 020 031 100

038 029 038 036 100

026 024 025 025 039 100

020 021 024 028 038 08 100

030 023 025 024 037 068 053 100

026 016 021 021 029 047 047 042 100

025 010 017 017 030 042 042 038 058 100

030 010 025 024 029 040 039 051 042 056 100

036 022 020 019 029 025 032 028 025 030 032 100

038 011 023 037 023 027 030 030 024 031 042 040 100

020 012 018 030 026 044 048 035 042 048 055 037 056 1.00

029 017 022 028 032 041 044 037 043 052 047 042 051 072 100

035 016 022 025 030 044 044 035 039 045 043 033 047 060 063 100

035 016 018 025 026 033 032 039 032 03 047 033 047 051 051 075 100

024 016 010 017 023 027 019 030 018 026 030 020 025 028 030 031 038 100

017 010 012 012 017 021 017 024 019 024 034 027 026 031 025 025 031 054 100

019 014 017 021 023 017 011 016 021 020 020 012 014 018 018 021 018 018 026 100

014 004 017 027 014 017 015 016 012 017 031 012 030 036 024 032 036 030 038 041 1.00

018 004 012 026 013 023 025 026 020 020 034 018 048 035 033 031 035 029 033 016 0.40 1.00
020 013 008 022 016 030 026 02 033 028 030 020 032 034 032 034 034 036 035 029 0.33 0.40
012 007 013 025 015 023 018 023 020 025 037 019 028 041 029 027 037 028 036 029 037 0.46
015 003 013 021 011 017 015 020 023 025 037 026 036 041 032 037 041 032 048 029 048 0.46

M25

1.00
0.42
0.42

M26

1.00
0.58

m27

1.00
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FIGURA 2 — Dendograma obtido pelo UPGMA para o coeficiente de Jaccard, para as 75 bandas polimoérficas ge-

radas pelo RAPD.

recombinacdo que pode ocorrer, entre gendtipos planta-
dos em uma mesma parcela, préica comum entre 0s
produtores desta cultura. Mihlen (1999) analisando a
divergéncia entre 55 materiais de mandioca, sendo 45
da Amazbnia, nove de S&o Paulo e a cultivar Mantiquei-
ra, com marcadores RAPD, observou que a variabilida-
de foi maior dentro dos grupos que entre 0S mesmos.
Cabra (2001), analisando a variabilidade em 200 aces-
sos de mandioca, aravés de isoenzimas, observou que a0
agrupar os acessos pela origem, a variabilidade foi maior
dentro dos grupos que entre 0s mesmos. A avaiagdo da
diversidade genética utilizando marcadores moleculares
tem confirmando a existéncia de grande variabilidade ge-
nética da mandioca. Alguns estudos comparativos entre
espécies selvagens do género Manihot e a espécie cultiva
da M. esculenta tém indicado que as espécies selvagens
contém igua ou maior variabilidade genética que a man-
dioca cultivada (M Uhlen, 1999). Peroni (1998) relatou que
a diversidade genética encontrada dentro dos sistemas a
gricolas tradicionais é semelhante a do centro de origem da

epécie.
CONCLUSOES

Os marcadores RAPD mostraram-se eficientes
para detectar polimorfismo nesta espécie e podem ser

utilizados como uma poderosa ferramenta, na obtencéo
de informagdes Uteis para 0 manejo de colecBes de ger-
moplama e o direcionamento de programas de melho-
ramento genético.

Observou-se grande divergéncia em alguns
materiais, oriundos da mesma localidade concluindo-
se haver pouca relagdo entre a origem geogréfica e o
padréo da distribuicdo da variabilidade genética obti-
da
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