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INTRODUCAO:

A planta de mandioca idea para todos nés mandioqueiros ainda esta por ser
descoberta. Alem do mais, temos uma ilusdo criada pela nossa patética mente de em algum
momento ter ordem e simplicidade na grande complexidade e diversidade encontrada nesta
planta. Uma iniciativa simples e independente de reconhecimento do centro de domesticacéo
desta planta na Amazonia e um retorno a este centro na busca de caracteristicas indicadoras da
sindrome de domesticacdo da mesma revelaram uma diversidade surpreendente de
caracteristicas agrondmicas de grande potencial para trazer novas alternativas de uso desta
cultura para Brasil e o Mundo. As informacfes apresentadas neste trabalho trazem o suméario
dos resultados de pesquisas concebidas sob uma 6tica inovadora com o uso de ferramentas
biotecnol ogicas modernas.

Historicamente, a mandioca tem sido cultivada para a producéo de farinha e amido
convencional (mandioca para industria de fécula), alem do consumo direto na alimentacéo
(mandioca de mesa). Em consequéncia, todas as colecdes de germoplasma no Brasil e no
Mundo e os programas de melhoramento foram orientados para ata produtividade regional
através de estudos de adaptabilidade ambiental de variedades, resisténcias a fatores bidticos e
abidticos, e elevada producdo de matéria seca visando maior aproveitamento da fécula
Nossos estudos recentes, desenvolvidos na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
baseados na agrobiodiversidade desta planta no centro de origem e domesticagdo na
Amazbnia e orientados para busca de novas caracteristicas para a melhoria da qualidade da
raiz de reserva da mesma, trouxeram novas concepgdes tecnoldgicas para 0s programas de
melhoramento e possibilidades de geragéo de novos produtos processados da raiz de reserva
de mandioca. Nestes estudos foi organizada uma nova colecdo de landraces com
caracteristicas incomuns, tais como mandiocas arredondadas (tipo batata), mandiocas
acucaradas, mandiocas coloridas com diversidade nas formas carotendides acumulados, e
mandiocas coloridas com contelido protéico superior as mandiocas brancas. O centro de
origem e domesticagdo foi reconhecido através de marcadores moleculares em estudos de
filogenia. Uma nova classe de raiz de mandioca agucarada foi reconhecida através de
caracterizacd0 bioquimica e genética molecular. Possiveis mutagdes espontaneas foram

reconhecidas nas mandiocas coloridas com elevados teores especificos de licopeno, b-



caroteno, luteina e violaxantina reportadas pela primeira vez. Também, landraces com
elevado contelido de proteinas foram observados em associagdo com os elevados contelidos
de carotendides. Um modelo de desenvolvimento de raiz de reserva de mandioca foi
estabelecido para estudos basicos de analises de expressdo de genes. Novas aternativas de
uso da cultura de tecido para conservagao e intercambio de germoplasma pela producéo de
sementes artificiais de mandioca, e geracéo de ferramentas para estudos bésicos de formagéo
de raiz de reserva pelainducgéo de formag&o de raiz de reserva em invitroplants foram também
desenvolvidos.

Tradicionalmente, para varias culturas, inclusive mandioca, os melhoristas tem usado
landraces, espécies proximas e espécies ancestrais como fonte de caracteristicas para
melhoramento genético de caracteristicas de interesse agrondmico. O exemplo do arroz
(Oriza sativa), durante a revolucdo verde, buscou na espécie progenitor (Oriza rufipogon) do
arroz, genes resi stentes a patogenos para incorpora-los nas cultivares de interesse agrondmico.
Nosso trabalho com mandioca é centrado nas espécies nativas e na agrobiodiversidade da
mandioca na Amazbnia para busca e incorporacdo de genes de interesse em variedades
comerciais. Ao longo dos Ultimos dez anos temos investigado os ancestrais silvestres da
mandioca no centro de diversidade das espécies do género Manihot no Brasil, estudado as
relacdes entre a mandioca e seu ancestral, estabelecido o centro de domesticacéo da mandioca
no Sudoeste da Amazonia, caracterizado a agrobiodiversidade da mandioca na Amazbnia e
descoberto varias caracteristicas da raiz de reserva da mandioca de extrema utilidade no
melhoramento da qualidade nutricional e industrial desta planta. Com estes resultados
podemos concluir que nossos estudos servem para identificagdo e descricdo dos potenciais
naturais de reservas de germoplasma para melhoramento da mandioca, alem de eleger a
mandioca como um modelo de planta para o entendimento do processo de evolucéo das
espécies em um género de evolucdo recente e domesticacdo de espécies perenes de
propagacéo clonal.

Finalmente, em complemento a estes estudos, através das observacdes de uso local da
mandioca na Amazodnia, foram também identificados varias possiveis aternativas de uso da
agrobiodiversidade que podem vir a ser transformados em produtos comerciais. Como
exemplo, podemos citar o xarope de glicose obtido de mandioca agucarada que ndo necessita
do processo de hidrolise do amido, picles de mandiocas coloridas, concentrado de
carotendides em pd (produto semelhante ao Tucupi comercial) rico em carotenoid pro
Vitamita A.



SISTEMATICA DO GENERO Manihot: PARENTES PROXIMOS DA MANDIOCA.

Manihot (Euphorbiaceae) € um género do Neotropico com 98 espécies com plantas
que variam de herbéceas a arvores. E reconhecido dois centros de diversidade de espécies, um
no Brasil com 80 especies e outro no México. Quatro principais centros de diversidade de
espécies sao reconhecidos no Brasil. O Planalto Central (altitude superior 1000m) € o que tem
maior numero de espécies (58 das 80) seguido do Nordeste (8 em 80), Sudeste (8 em 80) e a
Amazonia (6 em 80) como o centro de maior diversidade da mandioca e seu ancestral. A
taxonomia de Manihot € um enigma devido a superposicdo dos caracteres morfol 6gicos entre
as espécies, da plasticidade fenotipica destes caracteres, da falta de variacdo no numero de
Ccromossomos entre as espécies e do numero limitado de caracteres com informagéo
taxondmica. A falta de caracteres morfol 6gicos confidveis dificulta os estudos sobre a origem
da mandioca e em conseqliéncia varias espécies de Manihot originadas do México, América
Central e América do Sul podem ser ancestrais potenciais da mandioca. As duas hipéteses de
origem da mandioca sugerem que a mandioca é uma espécie hibrida (cultigen) que se
fundamenta no complexo de espécies Mexicanas ou uma espéecie oriunda de uma Unica
especie ancestral que se fundamenta no complexo das espécies de Manihot que ocorrem no
Brasil, sendo a Manihot esculenta subsp. flabellifolia esta espécie.

Estas duas hipoteses foram testadas, inicialmente em nosso trabaho, através de
estudos de filogenia molecular das espécies do género para conhecermos relaces entre as
espécies de Manihot. Os resultados deste trabalho indicaram que (a) - em geral ocorre uma
elevada similaridade na sequiéncia do 16cus de DNA ribosomal (IST) entre as espécies deste
género, 0 que corrobora com a hipétese de uma evolucéo recente deste genero; (b) - que o
género Manihot € um género de evolucao recente, o que € também evidente pelas observacdes
de caracteres morfoldgicos e de falta de diferenciacdo de numero de cromossomos entre as
espécies deste género; (C) — na maioria das vezes, a relacdo entre as espécies ndo foi
totalmente resolvida pelo lécus testado, indicando politomia na arvore filogenética; (d) — em
todos os casos de testes de outros |6cus genomicos geraram uma arvore filogenética com duas
linhagens de espécies, sendo uma de origem Mexicana e outra de origem Brasileira; (€) —em
todos os casos testados, a mandioca ficou caracteristico como pertencente a linhagem de
espécies da América do Sul; (f) - finamente, foi observado uma elevada identidade das
sequiéncias dos |6cus estudados entre a mandioca e a Manihot esculenta subsp. flabellifolia

Finalmente, podemos concluir que estas informagdes suportam a hipétese de Antonio
Costa Allem baseada em caracteres morfol 6gicos e fundamentos de sistemética classica alem



de nos direcionar para examinar a mesma para estudos de populacdes naturais de M. esculenta
subsp. flabellifolia como o ancestral da mandioca.

ANCESTRAL DA MANDOCA:

Manihot esculenta subsp flabellifolia ocorre na zona de transicdo entre a floresta
Amazonica e o Cerrado naregido limitrofe do Peru e Brasil em vegetacdo de galeria associada
a rios ocorrendo em populacbes também associadas ao desmatamento da floresta. A M.
esculenta subsp. flabellifolia cresce na forma de cipds sem raiz de reserva sobre a copa das
arvores e com a retirada da floresta se rebrota na forma de um arbusto robusto com raiz de
reserva rudimentar fibrosa. Vinte sete destas populagdes foram estudadas com dois tipos de
marcadores genéticos (I6cus do gene glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase - G3pdh, e
cinco lécus de Microsatdites). O locus G3pdh foi analisado para se inferir sobre as
informacfes histéricas e 0 processo evolutivo da mandioca, e sistematizar linhagens de
distribuicdo geografica. Os |6cus de microsatelites foram analisados para se obter informacdes
sobre variagdes entre as populacdes e a diversidade genética. Os resultados destas pesquisas
indicaram que: (a) — a analise comparativa destes dois tipos de marcadores moleculares
documentam que a M. esculenta subsp. flabellifolia € de fato o ancestral da mandioca e que o
Sudoeste da Amazénia e um sitio geogréfico de domesticacdo da mandioca; (b) — a arvore
filogenética construida com bases nas relacbes de mutacGes em haplotipos com substituicao
simples de nucleotideos no gene G3pdh indicam a descendéncia da mandioca através da M.
esculenta subsp. flabellifolia corroborando com a hipétese da existéncia de um ancestral
simples; (c) —amandioca contem haplotipos idénticos em menor numero na mandioca que na
M. esculenta subsp. flabellifolia o que fortalece também a hipétese do ancestral; (d) — o
estudo com microsatelites indicam que a mandioca € um subgrupo (15 dos 73 alelos
analisados em M. esculenta subsp. flabellifolia existem na mandioca) dentro das popul agdes
naturais de M. esculenta subsp. flabellifolia; (€) — os dados de microsatelites e do gene G3pdh
sdo concordantes.

Finalmente podemos concluir que atraves da nalises de duas series de dados de
natureza independentes confirmam que a mandioca foi domesticada originamente da espécie
M. esculenta subsp. flabellifolia, e que o Sudoeste da Amazbnia € o centro geogréfico da
origem da mandioca. Em complemento a esta afirmativa, outras evidencias tanto do complexo

agricola desta regido no passado como estudos argqueol dgicos corroboram nesta conclus&o.



CARACTERS MORFOLOGICOS ASSOCIADOS A DOMESTICACAO DA
MANDIOCA:

Distingdes morfoldgicas entre 0 ancestral da mandioca na natureza e os cultivares
modernos nos permitiram as seguintes especulactes sobre a sindrome de domesticacdo ao
longo de evolugdo da mandioca. Estas especulagcbes foram sistematizadas dentro dos
conceitos de ocorréncia por efeitos ambientais causando mudancas no habito de crescimento
diferenciado entre estas espécies, por efeitos de escolha da planta pelo uso daraiz de reserva e
finalmente por conseqiiéncia do processo de propagacdo vegetativa causando uma reduzida
capacidade de floragdo e formacdo de sementes nos cultivar moderna. A espécie ancestral da
mandioca (Manihot esculenta subsp flabellifolia) cresce na forma de trepadeira (cip6) no seu
ambiente natural e ndo produz raiz de reserva comestivel, com a remocéo da floresta, uma
nova populacéo de plantas idénticas surge pela rebrota e/ou germinagéo de sementes na forma
de arbusto e com formacgéo de raiz de reserva com pequena quantidade de amidos e muita
fibra. Uma segunda observacdo é que pela escolha de uma raiz de reserva com maior
guantidade de amido, menor quantidade de fibra e variantes na coloragdo da mesma indica os
eventos iniciais da sindrome de domesticagdo. Uma terceira observacdo refere-se a uma
reduzida capacidade de floragéo e producdo de sementes das cultivar modernas em relagéo a
grande capacidade de floracdo da planta ancestral. Por esta observacdo podemos inferir que
este faro se deve a longa historia de propagacao vegetativa esta planta e escolha das mesmas
por melhor raiz de reserva por populagdes primitivas na Amazonia.

Estas mudangas tém profundas implicagdes sob as colecbes de germoplasma
organizadas no Brasil e no Mundo. Por exemplo, a maioria das colegdes de germoplasma no
Brasil e no Mundo € organizada com bases na coleta de landraces locais com poucos acessos
derivados de cruzamentos feitos pelo homem nos programas de melhoramento convencionais.
Consequentemente a maioria dos programas de melhoramento sdo baseados na selecédo massal
de landraces devido a dificuldade de se obter cruzamentos desgjados com parentais
especificos devido ao habito de floracgo entre estas landraces. Adicionalmente, é observado
uma forte dose de genétipos letais devido a auto polinizacdo destas landraces.

Finamente, € quase certo que uma serie particular de genes para cada um dos
caracteres relatados acima tenham sido modificados devido a domesticagdo da especie
ancestral da mandioca causando aquelas mudancas na espécie cultivada atualmente. Analises
de QTL destes caracteres associados a analises de expressdo génica poderiam identificar o
numero de genes responsaveis pela domesticacdo da Manihot esculenta subsp flabellifolia em

Manihot esculenta subsp esculenta que é a espécie cultivada.



AGROBIODIVERSIDADE DA MANDIOCA NA AMAZONIA:

Com o conhecimento e as hipéteses relatados acima, de que a mandioca foi
domesticada no Sudoeste da Amazobnia e a identificacdo de possiveis caracteres indicadores
do processo de domesticacdo, poderiamos esperar que a mais distante associacdo do homem
com esta planta tenha sido nesta regido. Adicionamente, inlmeros cientistas visitantes nesta
regido tém observado usos diferenciados da mandioca por populagdes locais. Alimentos a
base de mandioca séo preparados incluindo farinhas, bijus, tapiocas, bebidas fermentadas e
ate folhas que s8o moidas e cozidas alem de inUmeras outras utilizagdes sdo observados. Esta
diversidade de cultivo e usos da mandioca, nestes locais, contrasta com o resto do mundo
onde a mandioca € usada principamente para producdo de fécula. Na Amaz6nia, a mandioca
€ cultivada em peguena escala em sistemas agricolas também diferenciados do resto do
mundo que cultiva mandioca em larga escala na forma de mono cultura. Estas diferencas de
cultivo e uso desta planta nos diferentes regimes agricolas trazem consegiuéncias ao
melhoramento por preferéncias e necessidades das caracteristicas agronémicas adotadas nos
diferentes sistemas agricolas. Consegquentemente é esperado que a Amazoénia tenha maiores
variabilidades em caracteristicas agronémicas chaves que seriam Utels aos desafios de cultivo
e utilizacdo modernos desta planta pela sociedade atual. A descoberta do local geografico da
domesticacdo da mandioca, descrito acima, trazem contribuic¢des improcedentes no foco das
pesquisas desta planta e das &reas de estudos e coleta de germoplasma. De fato, esta foi a
concepcao original das pesguisas que iremos apresentar nesta conferencia.

Viagens de coletas para a Amazonia forem organizadas para os estados de Mato
Grosso, Rondbénia, Amazonas, Para, Ilha de Margo e Amapa na busca desta
agrobiodiversidade focalizando caracteristicas na raiz de reserva. Locais como peguenas
propriedades rurais, comunidades isoladas, sistemas de cultivo diferenciados, mercados locais
e regionais, juntamente com entrevistas com a comunidade foram procedidas. Testes de
campo para presenca de amidos raros e agucares, bem como observactes de coloragéo das
raizes de reservas foram aplicados nas landraces locais que mostraram uma surpreendente
variabilidade genética.

Quantificacbes de acUcares livres revelaram uma nova classe de mandioca
denominada mandioca agucarada devido ao elevado teor de glicose presente naraiz de reserva
das mesmas, bem como variantes nas proporcdes de amilose/femilopectina e a presenca de
amido tipo glicogénio. Varias destas landraces foram domesticadas para usos especificos

nestas |localidades. Por exemplo, a landrace com presenca de amido tipo glicogénio é utilizada



na alimentacdo de bebés. O glicogénio é uma molécula organizada de cadeias pequenas de
glicose com elevada ramificacgo em sua estrutura que |he da a propriedade de ser solivel em
agua fria, 0 que contrasta com a amilopectina normal que ocorre nas cultivar comercial.
Outros exemplos podem também ser observados tais como o preparo de sobremesas com esta
mandioca agucarada e a fermentacdo no preparo de bebidas alcodlicas em cerimbnias
religiosas.

As landraces destas localidades, também variam na pigmentacdo da raiz de reserva
com variantes de cor associadas a presenca de carotendides especificos tais como b-caroteno,
luteina, xantofilas e licopeno. Estas variantes encontradas contrastam com 0s acessos de
mandiocas depositadas em colecbes de germoplasma no Brasil e no Mundo pela quantidade
de b-caroteno e a presenca de outros carotendides ndo relatados anteriormente. Esta nova
diversidade, em quantidade e tipos de carotendides presentes na raiz de reserva de mandioca,
abre um novo potencial para melhoramento da mandioca como fonte de alimentos que
combina o suprimento de macronutrientes (amido) e micronutrientes (carotendides).
Surpreendentemente, foi também observado que os elevados acimulos de carotendides nas
raizes destas landraces sdo também associados a um maior conteldo de proteinas (40%)
guando comparados com as mandiocas brancas. Estas descobertas abrem uma nova avenida
de pesquisa na melhoria do teor de proteinas na raiz de reserva desta planta. Novamente
varias destas landraces, podem ter sido domesticadas para usos especificos na culinaria local.
Por exemplo, o0 suco de mandiocas amarelas (TUCUPI) é vendido nos mercados locais para
preparo de pratos da culinériaregional da Amazonia.

Finalmente, nossas pesquisas atkuais estdo explorando os mecanismos fisiolégicos,
bioquimicos e genéticos destas variantes usando as tecnologias modernas tais como
biotecnologia, PROTEOMICs e TRANSCRIPTOMICs para identificar mutagdes esponténeas
tais como a mandioca agucarada com amido waxy, mandioca agucarada com glicogénio, e
mandiocas coloridas com somente licopeno e b-caroteno. Podemos também especular que a
existéncia destas mutagdes, como um processo natural de ocorréncia, que quando identificada
por povos primitivos tenham sido selecionadas para elevar o contelido destes compostos

especificos.



FERRAMENTASBIOTECNOLOGICASE A BIODIVERSIDADE DA MANDIOCA:

Para acelerar o desenvolvimento e utilizacdo da tecnologia da genomica funcional em
mandioca, € necessario o desenvolvimento de ferramentas moleculares, definirem os recursos
genéticos e processos hioldgicos que possam alcancar um produto desgado. MutacOes
espontaneas tém sido usadas para dissecar rotas metabdlicas de interesses, tais como amidos e
carotendides que levem ao acumulo de destes produtos Uteis na nutri¢éo e salide humana. Em
plantas de propagacdo vegetativa, que acumulam estes produtos em érgaos subterréneos como
raiz de reserve de mandioca, estas rotas metabdlicas tem sido pouco estudadas e faltam
informacfes necessarias em varios aspectos. Mutantes trazem informacgdes criticas para o
isolamento de genes usando-se ferramentas de genomica funcional. Os resultados, descritos
acima sobre a agrobiodiversidade da mandioca nos levaram a descoberta de novos
germoplasma de mandioca que possuem caracteristicas agrondmicas desconhecidas em
germoplasma de mandiocas comerciais. Esta diversidade genética esta sendo utilizada para
desenvolver ferramentas de genomica funcional comparativa tais como bibliotecas de cDNA
(seis bibliotecas subtrativas), data base de EST (>1200 entradas), um mapa de gel de 2-DE e
um banco de dados (> 100 entradas) para proteinas associadas a cromoplasto, clonagem de
cDNA que codificam para genes que codificam para enzimas na rota metabdlica de sacarose-
amido (sete cDNA) e carotendides (oito cDNA). Com estas ferramentas esperamos promover
uma distribuicdo igualitaria socialmente dos beneficios da biotecnologia moderna alem de
modernizar as estratégias dos programas de melhoramento de mandioca. Na atualidade, os
programas de melhoramento de mandioca no Brasil esto focalizados no desenvolvimento de
variedades como o Unico produto de tais programas. Estratégias modernas, incluindo o uso da
biotecnologia, podem gerar outros produtos nestes programas, tais como patentes de genes e
processos, tecnologias de novas aternativas de uso e apropriagdo dos NOSSOS recursos
genéticos com ferramentas de identificacdo dos mesmos incontestaveis.

Outras ferramentas biotecnologicas incluem a cultura de tecidos que vem sendo
utilizada em nosso programa de pesquisa para gerar semente artificial de mandioca para fins
de conservacdo e intercambio de germoplasma e um sistema de indugédo de raiz de reserva em
condicBes in vitro para atender as necessidades de pesquisas bésicas do processo de formagéo

deraiz dereserva



CONCLUSOES

Os resultados, que inicialmente tinham cardter académico, provaram também ser de
grande utilidade pratica. Primeiro tais resultados servem para fortalecer a hipétese de origem
da mandioca como sendo Brasileira. Segundo identifica um provavel centro de domesticacéo
da mandioca no Sudoeste da Amaz6nia. Terceiro confirma e identifica a espécie ancestral da
mandioca como sendo a espécie M. esculenta subsp. flabellifolia. Quarto populaces naturais
da espécie ancestral juntamente com landraces primitivas e variantes de germoplasma
derivados da selecdo massal podem contribuir nos estudos dos processos de domesticagéo de
espécies de propagacao vegetativa. Quinto, ao focar expedicdes de coletas na Amazonia para
caracteristicas especifica de uso no melhoramento genético, podemos ampliar e diversificar o
uso da cultura da mandioca no Brasil e em outras partes do Mundo. Adicionalmente, esta
estratégia também oferece oportunidades para o entendimento de vérios processos biol 6gicos
estabel ecidos por mecanismos genéticos variados que vao desde a ocorréncia ha natureza ate
0s mecanismos controlados. A mandioca agucarada pode servir como uma nova matéria prima
da mandioca para atender o pequeno produtor e seus padroes de vida. As mandiocas coloridas
oferecem a humanidade uma nova dternativa de fonte de alimentos que combina o
suprimento de macronutrientes (amido) e micronutrientes (carotendides) em uma mesma
fonte de alimento. Desafortunadamente, tanto as populacdes nativas de M. esculenta subsp.
flabellifolia e as landraces tradicionais estédo desaparecendo em seus locais de origem pelos
usos da agricultura moderna. Isto estabelece que a conservagdo da agrobiodiversidade da
mandioca ha Amazonas deve ser prioridade nos temas de pesquisas no Brasil, visto o valor e
os beneficios potenciais dos recursos genéticos da mandioca neste pais.



