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RESUMO. O acafrio, Curcuma longa (Zingiberaceae) assume grande importincia na
indtstria alimenticia e é considerado como a solucio para a substituigio de corantes
sintéticos, além de ser utilizado também pelas suas propriedades medicinais e
farmacoldgicas. Este trabalho teve como objetivo analisar a diversidade genética, com base
em marcadores moleculares RAPD, entre vinte acessos obtidos em diferentes regides do
Brasil, uma vez que sio raros os estudos genéticos com essa espécie. Para a caracterizagio da
variabilidade genética, foram utilizados quarenta e cinco locos polimérficos. Os dados
binérios obtidos foram usados para o cilculo do indice de similaridade de Jaccard, que gerou
o dendrograma feito a partir do agrupamento pelo critério UPGMA, no qual verificou-se a
formacio de dois grupos em que os acessos IAC se distanciam dos demais cultivares, ¢ estes
do gengibre usado como padrio. A estruturagio da variabilidade genética foi verificada por
meio da Amova. A propor¢io da variabilidade genética existente entre trés grupos pré-
estabelecidos, quanto 2 origem de coleta dos gendtipos de agafrio, permitiu verificar que
44,49% da variabilidade genética estd entre grupos e a maior parte da variagio se encontra
dentro dos grupos.
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ABSTRACT. Molecular genetic diversity in accesses of saffron using RAPD
markers. The Saffron, Curcuma longa (Zingiberaceae) assumes a great importance in the
food industry, and it is considered as the solution for synthetic coloring. In addition, it can
also be used by its medicinal and pharmacological properties. The aim of this work was to
analyze the genetic diversity, based on RAPD molecular markers among 20 accesses
obtained from different areas of Brazil. For the genetic variability characterization, 45
polymorphic loci were used. The obtained binary data were used to calculate the Jaccard’s
index of similarity, which generated the dendrograms following the UPGMA grouping
criteria. The formation of 2 groups was verified, where the IAC accesses were distanced,
and the ginger ones were used as standard. The structuring of the genetic variability was
verified through the Amova. Based on the Amova’s analysis, the proportion of the existent
genetic variability among the 3 pre-established accesses allowed verifying 44.49% of genetic
variability among the groups and the most part of the variation was found within the
groups.
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Introdugao

O acafrio (Curcuma longa) é uma planta de
origem indiana, introduzida no Brasil no periodo do
bandeirantismo como marcador de trilhas para as
jazidas de ouro. Sua cultura assume grande
importincia na inddstria alimenticia, pois vem
ganhando o mercado mundial como solugio para a
substituicio de corantes sintéticos, além de ser

utilizado também pelas suas propriedades medicinais
e farmacoldgicas (Scartezzini e Speroni, 2000).

Dentre as fontes de corantes naturais mais
utilizadas na inddstria de alimentos, encontra-se o
agafrio, um rizoma do qual podem ser obtidas
substincias como a curcumina, demetoxi-
cocurcumina e bis-demetoxicurcumina.  Esses
pigmentos apresentam  coloragio amarela ¢
capacidade de substituir corantes  artificiais
(Chassagnez et al., 1997).
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Existem muitos dados na literatura indicando uma
grande variedade de atividades farmacoldgicas de
Curcuma  longa  (Zingiberaceae),  tails  como:
antiinflamatdrio, antibacteriana, antiimuno-deficiéncia
viral humana, efeitos antioxidantes e atividade
nematicida (Aratjo e Leon, 2001). A curcumina é o
componente mais encontrado no agafrio e ¢
responsivel pelos efeitos bioldgicos citados in vitro, a
curcumina  apresenta  atividade  antiespasmddica,
antiinflamatéria, inibidora da carcinogénese e do
desenvolvimento do cincer. In vivo, esses experimentos
mostram potencial antiparasitismo, antiinflamatdrio, e,
nesta forma, apresentam aplica¢des em animais (Aradjo
e Leon, 2001).

Na India, encontra-se a maior biodiversidade,
abrigando o reservatério de germoplasma IISR, que
possui 715 acessos conservados “ex-situ” e “in vitro”
(Sasikumar et al., 1999). O NBPGR (Programa
Nacional de Estudos e Conservagio de Recursos
Genéticos), outro reservatério de Recursos
Genéticos, acumulou e caracterizou 769 acessos de
agafrio e seus parentes selvagens pertencentes a 31
espécies distintas (Velayudhan et al., 1996).

Verificou-se que, em Curcuma longa, o niimero
de cromossomos é de 2n=48, e o contetido de DNA
variou significativamente de 3.12 a 5.26pg entre as
variedades de curcuma (Das et al., 1998).

No Brasil, é cultivado em virias e distintas
regides, destacando-se o municipio de Mara Rosa,
em Goiis, onde é explorado em maior escala.

Os cultivares de agafrio produzidos no Brasil
possuem uma denominagio arbitriria e s3o chamados
de acordo com a drea de cultivo, carecendo assim de
uma classifica¢io mais exata no que se refere 2
existéncia de diferencas entre os cultivares. Alguns
trabalhos realizados abordaram esse assunto somente
sobre seu comportamento em campo, destacando
respostas a tratos culturais e 2 avaliagio de caracteres
morfolégicos.  Faltam  informagbes  para  se
recomendar cultivares e subsidiar a producio quanto
a diferenga entre os gendtipos.

Radhakrishnan et al. (1995) avaliaram seis
cultivares de curcuma, que foram comparados em
condi¢bes chuvosas por trés estagdes, de 1991 a
1994; porém os melhores cultivares para produgio
de matéria verde apresentaram pouco teor de
curcumina apds a secagem. Em outro estudo, Yadav
et al. (1996) avaliaram dezessete gendtipos de
curcuma, que foram cultivados em estacio de seca,
objetivando estudar a wvariabilidade genética, a
herdabilidade ¢ o ganho genético. Nesse estudo,
foram encontradas diferengas significativas para
todos os caracteres avaliados, com exceg¢ao da largura
das folhas.
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Acredita-se na existéncia de mistura de acessos
nos cultivares brasileiros utilizados para o plantio. A
grande dificuldade de utilizagio e preservacio dos
cultivares tradicionalmente usados por agricultores é
a existéncia de um mesmo acesso com virios nomes
em diferentes localidades. Essa ocorréncia ¢
generalizada, e algumas tentativas tém sido realizadas
no sentido de se caracterizar os cultivares que
realmente sio divergentes no aspecto genético.

Existem muitos trabalhos na literatura utilizando
marcadores de DNA para a caracterizagio da
variabilidade genética em muitas espécies de
populacdes naturais (Debenhan ef al., 2000, Jaggi et
al., 2000; Brown e Tansley, 2000; Bouzat, 2001),
além de estudos de caracterizagio genética de
cultivares (Hofstra et al., 2000; Miihlen ef al., 2000;
Franco et al., 2001).

Huft et al. (1993) estudaram a variagio genética
entre e dentro de populacdes, pela primeira vez,
utilizando populagdes naturais de Buchloe dactyloides, por
meio da metodologia de anilise de variincia molecular
descrita por Excoftier et al. (1992), para estudar
haplétipos de mitocondria em humanos. Embora nio
tenha sido desenvolvida para estudos de dados gerados
por marcadores RAPDs, essa andlise tem sido muito
aplicada atualmente em estudos de populagdes de
plantas (Fisher et al., 2001; Sun e Wong, 2001).

Os marcadores moleculares apresentam-se como
uma ferramenta para a caracterizagio genética, e
assim contribuiem para amenizar e ratificar os
problemas relacionados a duplicacdes em bancos de
germoplasma, bem como a identificacio de
cultivares divergentes (Nass, 2001). O presente
trabalho teve por objetivo avaliar a divergéncia
genética entre acessos de agafrio com base em
marcadores moleculares RAPD, para orientar a
recomendagio de gendtipos para cultivo.

Material e métodos

O DNA dos 20 genétipos coletados em virias
localidades do Brasil (Tabela 1) foi extraido a partir
dos rizomas por meio do método do CTAB, descrito
por Murray e Thompson (1980) e Rogers e Bendich
(1985), com modificagdes.

Foram utilizados primers polimérficos do Kit A e
F (40 primers), sendo que 18 deles se mostraram
polimérficos (OPA-01, OPA-03, OPA-04, OPA-05,
OPA-06, OPA-O7, OPA-08, OPA-09, OPA-10,
OPA-016, OPA-20, OPF-O1, OPF-O2, OPF-03,
OPF-05, OPF-06, OPF-07 ¢ OPF-09). Utilizaram-
se nas reacoes de amplificagio 25 pL contendo: 10
mM Tris HCI pH 8.3; 50 mM de KCI; 2.5 mM
MgCly; 0.20 mM dNTPs; 30 ng de primer (Operon
Techonologies), 30 ng de DNA molde, 2 unidades
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de Taq polimerase ¢ H,O q.s.p. As reagdes de
amplificacio foram submetidas a um ciclo inicial
para denaturagio de 94°C por 5’; 48 ciclos de 92°C
por 1’, 37°C por 1’e 307, 72°C por 1’ ¢ 30” ¢ um
ciclo final de polimerizagio de 72°C por 6. Os
produtos de amplificagio foram submetidos 2
eletroforese feita em agarose a 1,4%, e como corante
foi utilizado o brometo de etideo.

Tabela 1. Identificacio das localidades onde foram coletados os
diferentes acessos de acafrao

Identificagio Origem dos acessos Denominagio

1 Alexania - GO Alexania
2 Goidnia - GO Goilnia 1
3 Botucatu - SP Botucatu
4 Ibitinga - SP Ibitinga
5 Lavras - MG Lavras
6 Campinas - SP IAC1
7 Campinas - SP IAC2
8 Mara Rosa - GO SR

9 Mara Rosa - GO H

10 Mara Rosa - GO W1

11 Mara Rosa - GO W2

12 Mara Rosa - GO W3

13 Mara Rosa - GO 11

14 Mara Rosa - GO 12

15 Mara Rosa - GO 13

16 Mara Rosa - GO AL

17 Mara Rosa - GO AF1
18 Mara Rosa - GO AF2
19 Mara Rosa - GO ED
20 Goiania - GO Goiinia 2
21 Campinas - SP Gengibre

A partir de 18 primers polimérticos selecionados,
foram obtidos 45 locos polimérficos que foram
utilizados para gerar uma matriz de dados bindrios,
utilizada para calcular a similaridade genética pelo
indice definido por Jaccard (Alfenas et al., 1998)

Sj=100—2

/ a+b+c
sendo:
a = ndmero de casos em que ocorre a presenga da
banda em ambos individuos, simultaneamente;
b = ntimero de casos em que ocorre a presenca da
banda somente no individuo X;

2072pb___p.

900pb—pm
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¢ = namero de casos em que ocorre a presenga da
banda somente no individuo Y.

A partir desses indices, foi construido um
dendrograma, conforme a metodologia descrita por
Sneath e Sokal (1973), pelo método do UPGMA. A
estabilidade dos agrupamentos foi testada pelo
procedimento de reamostragem por 10.000
bootstrap, com o auxilio do software dBood
(Coelho, 2001).

O valor cofenético foi calculado informando o
quanto a matriz de dados original é explicada pelo
dendrograma obtido. Todas as anilises citadas acima
foram feitas por meio do programa NTSYS (Rolf,
1989).

A decomposi¢io da variincia molecular entre ¢
dentro dos grupos de cultivares foi realizada por
meio de uma abordagem de Amova (Anilise de
Variincia Molecular) (Excoffier ef al., 1992). Para a
verificagio  da  variabilidade grupos,
classificaram-se os cultivares em trés grupos: 1)
grupo de cultivares do estado de Goids-Mara Rosa;
2) grupo de cultivares do IAC; e 3) grupo de
cultivares de outras localidades do Brasil.

entre

Resultados e discussao

Com os 18 primers selecionados, foram obtidos
45 locos polimoérficos, de um total de 61 locos
gerados, os quais foram utilizados na caracterizagio
da variabilidade genética. O primer que gerou o
maior nimero de bandas polimérficas foi o OPF-05
(7 bandas polimérficas, conforme Figura 1).

A partir da matriz gerada pelos indices de
similaridade calculados dois a dois, foi construido o
agrupamento pelo método UPGMA. Por meio do
dendrograma formado, verificou-se a formagio de
dois grupos em que os acessos provenientes do
Instituto Agronémico de Campinas (6 ¢ 7)
apresentam uma similaridade de 0,62 em relacio aos
demais gendétipos de agafrio. O gengibre, utilizado
como padrio, quando comparado aos diferentes
acessos, apresentou a menor similaridade (0,30),
como era esperado.

10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20

Figura 1. Perfil de um gel de RAPD utilizando o primer OPF - 05 em 20 acessos de agafrio e um de gengibre, sendo nas extremidades o

padrio de peso molecular (ladder 100 pb)
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Verificou-se a semelhanga de alguns acessos,
sugerindo que sio os mesmos gendtipos. Observou-
se que os acessos 2, 3 e 5, coletados em trés locais
diferentes (Goiinia-GO, Botucatu-SP e Lavras-
MG), sio considerados geneticamente iguais a partir
da anilise realizada com 45 locos polimérficos de
RAPD.

Entre os gendtipos coletados em Mara Rosa-GO,
verificou-se pequena divergénca genética entre os
grupos formados pelos acessos 10, 11, 14 ¢ 18 vs 9,
12, 15 ¢ 19. O acesso 8 foi o menos similar entre
aqueles coletados no estado de Goids (0,89), sendo
ele proveniente da propriedade Santa Rosa, no
municipio de Mara Rosa.

Os resultados permitiram concluir que existe
variabilidade entre os clones utilizados pelos
agricultores, sendo os acessos obtidos junto ao
Instituto  Agrondémico de Campinas os mais
divergentes daqueles explorados comercialmente no
estado de Goiis.

Conforme a estruturacio
dendrograma (Figura 2), pode-se concluir que os
genétipos de agafrio obtidos no IAC (Instituto
Agrondémico de Campinas) sio divergentes dos
demais acessos plantados nos Estados de Sio Paulo,
Minas Gerais e Goiis.

visualizada no
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Figura 2. Dendrograma feito a partir de 20 genétipos de agafrio e
um gengibre, por meio do indice de similaridade de Jaccard e
agrupamento UPGMA

O valor cofenético obtido foi de 0,99, revelando
que o dendrograma explicou muito bem os dados da
matriz original.

A proporgio da variabilidade genética existente
entre os trés grupos de gendtipos pré-estabelecidos
com base na anilise da Amova, permitiu verificar
que 44,49% da variabilidade genética se encontra
entre grupos (¢psr = 0,4449), ¢ 55,51% dentro dos
grupos (Tabela 2).

Esta anilise permitiu definir os gendtipos mais
divergentes e calcular a variabilidade genética entre
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grupos de acessos. Este estudo proporcionou
também a caracterizagio dos gendtipos e uma futura
recomendagio de materiais a serem utilizados pelos
produtores, com base na divergéncia genética
associada a estudos de caracteristicas morfoldgicas
como produtividade.

Tabela 2. Anilise da varidncia molecular (Amova) obtida a partir
de trés grupos pré-estabelecidos quanto a origem de coleta dos
gendtipos de acafrio

Fonte de variacio G.L. SQ % de variagio
Entre grupos 2 20,192 44,49
Dentro de grupos 18 31,284 55,51
Total 20 51,476

dsr = 0,4449

Estudos da variabilidade genética com Curcuma
sdo raros na literatura. Paisooksantivatana et al.
(2001) estudaram a diversidade genética de Curcuma
alismatifolia. Gagnep. (Zingiberaceae), na Tailindia,
por meio de marcadores isoenzimiticos. Plantas
selvagens e cultivadas foram analisadas para sete
locos isoenzimadticos, sendo verificada a ocorréncia
de alta diversidade genética em todas as populagoes
em que a porcentagem de locos polimérficos variou
de 85,7% a 100% nas espécies cultivadas, e 100% dos
locos foram polimérficos nas populagdes naturais.
Neste estudo, utilizando marcadores RAPD,
observou-se 74% de locos polimérficos (45 num
total de 61 locos). Os autores relatam ainda que a
diversidade genética dentro de populagdes foi de
0,586-0,611, para as populagdes cultivadas, e de
0,621-0,653, nas populagdes selvagens. Esse dado foi
semelhante ao encontrado neste estudo, que
encontrou 0,55 da variagio dentro de grupos, isto &,
concordante com o sistema de propagagio da
espécie, propagacio vegetativa, sendo raras as vezes
em que a espécic floresce e se reproduz
sexuadamente.

O conhecimento da distribui¢io da variabilidade
genética, entre e dentro de grupos de acessos, ¢é
essencial para a adogio de estratégias eficientes para
conservacio de germoplasma em condigdes ex situ ¢
in situ (Nass, 2001).

A caracterizagio molecular da diversidade
genética do germoplasma pode fornecer dados tteis
para auxiliar o melhorista na identifica¢io e na
selecio dos genitores ou clones bisicos para
estabelecer o programa de melhoramento. A
informagio sobre a diversidade genética pode
auxiliar num programa de melhoramento, bem
como evitar as redundincias ou misturas de
gendtipos em estudos e programas de conservagio
de germoplasma.

Com base nos resultados obtidos, pdde-se
constatar a formagio de grupos em que 0s acessos
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estio organizados, separando-se aqueles
provenientes do IAC das demais origens. Os acessos
coletados em Mara Rosa-GO mostraram pequena
divergéncia, sugerindo que pode existir uma mistura
de clones sendo utilizada no plantio comercial.
Novos  gendtipos  divergentes  devem  ser
introduzidos mna regido, visando a um melhor
aproveitamento agrondmico da cultura, como, por
exemplo, os acessos do IAC. Os resultados obtidos
devem ser associados, num estudo futuro, a
avaliagdes de desempenho agrondémico.
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