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RESUMO

A cultura da mandioca ¢ fundamental para a alimentagdo de mais de 500
milhdes de pessoas nos paises situados entre os paralelos 30 °N e 30 °S, onde ela
adapta-se bem devido a grande diversidade genética que apresenta. Como
técnicas eficientes na identificacdo dessa variabilidade, os marcadores de DNA
sdo uteis em estudos de evolugdo, domesticacdo, ecologia, filogenia,
mapeamento genético e clonagem de genes. Objetivou-se identificar a
variabilidade genética de 100 clones de mandioca da coleg@o de acesso UFLA, e
também a semelhanca molecular entre dez clones novos, obtidos por
policruzamento entre cultivares de mesa e industria ja consagradas no mercado.
A pesquisa foi desenvolvida no Departamento de Agricultura da Universidade
Federal de Lavras, MG (UFLA). Os clones de mandioca da cole¢do de acessos
da UFLA foram caracterizados molecularmente utilizando-se marcadores
microssatélites. Na primeira etapa, 100 clones foram identificados
molecularmente, sendo 77 novos clones obtidos por policruzamento em 1998 na
UFLA e 23 clones de cultivares ja usadas popularmente. Na segunda etapa,
avaliou-se o comportamento molecular em 10 clones de mandioca do acesso
UFLA em relacdo a 10 cultivares comerciais, dentre elas cinco de mesa e cinco
de industria. Observou-se que os primers 7 e 11 ndo amplificaram alelos para
nenhum dos 100 clones. O primer 13 foi o que apresentou maior polimorfismo.
Os coeficientes de similaridade entre clones, nesta etapa, variaram de 0 a 94%.
Houve formagao de grupos homogéneos quando a similaridade média dentro dos
grupos foi até 0,55. Na segunda etapa, os coeficientes de similaridade variaram
de 15 a 75%. As cultivares “Fibra”, “IAC13” ¢ “IAC15”, de proposito industrial,
agruparam-se sob elevado indice de similaridade. O clone “UFLA E” agrupou-
se com a cultivar “IAC 576/70”, assim como o clone “UFLA 7” agrupou-se com
a cultivar “Casca-Roxa”. Portanto, os microssatélites mostraram-se eficientes
para determinar a similaridade genética entre clones de mandioca da colegdo de
acesso da UFLA, e ainda possibilitaram identificar a aptiddo comercial de clones
novos de mandioca. Os dendrogramas gerados com base nos alelos amplificados
demonstram a existéncia de grupos de clones geneticamente similares.
Inferéncias sdo feitas com base nas identificagdes.

Palavras-chave: Manihot esculenta. Marcadores. Microssatélites. Similaridade
genética.



ABSTRACT

The characteristics of the clones used in the cassava cultivation vary in
according to the commercial aptitude of the culture, for industrial processing or
“in nature” human consumption. The present research aimed to identify new
cassava clones obtained by polycross in the Federal University of Lavras
(UFLA) in 1998 regarding those aptitudes. For such, an attempt was made to
identify clones with molecular patterns similar to the patterns presented by the
commercial clones. The methodology used for the DNA extraction and the
obtaining the band patterns was the same recommended for the of Microsatellite
molecular marker technique. The molecular characterization of the cassava
clones of the UFLA accession and commercial clones already established
presented a distribution similarity concentrated in two large groups. One group
is composed by commercial “in nature” human consumption clones Baiana,
Casca-roxa and IAC 576-70, and the UFLA 7, UFLA E, UFLA 22 and UFLA 55
accesses. The other group is composed by commercial industrial processing
clones, FIBRA, IAC 12, IAC 13, IAC 14 ¢ IAC 15, and the UFLA 20, UFLA
33, UFLA 36 and UFLA 64 accesses. The commercial cultivar Ouro-do-vale
and the clones UFLA 38 and UFLA 69 not framed in any group, either “in
nature” human consumption or industrial processing, while the clone Pao-da-
China (“in nature” human consumption) was grouped together with clones for
the industrial processing. So, the use of primers was appropriate to group the
clones for the “in nature” human consumption, but not for industry. Molecular
markers of the type Microsatellites, using 13 primers for amplification, became
possible to characterize 100 cassava clones, namely, 77 obtained by
polycrossing in the year of 1998 in the Federal University of Lavras and 23
cultivars already in use by farmers. The obtaining of the genetic material from
DNA extraction was done from leaves of cassava clones of the UFLA collection
of accessions. The results point out that primer 13 presented higher amplification
of alleles. However, primers 7 and 11 did not amplify alleles for none of the
clones and bands. The dendrograms generated on the basis on the amplified
alleles demonstrated the existence of groups of genetically similar clones and
some inferences are done on the basis of the identification.

Keyword: Manihot esculenta. Microsatellite markers. Genetic similarity.
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1 INTRODUCAO

A mandioca, espécie originalmente sul-americana, apresenta elevada
diversidade genética em decorréncia da facilidade de polinizagdo cruzada, alta
heterozigose e deiscéncia abrupta dos seus frutos, originando continuamente
uma infinidade de novos genoétipos. Essa diversidade é representada em sua
maioria por variedades selecionadas naturalmente ou por agricultores
(FUKUDA; COSTA; SILVA, 2005). Gragas a diversidade genética, a mandioca
¢ amplamente cultivada no Brasil ¢ no mundo para os mais diferentes fins
(CARVALHO; SCHALL, 2001; FERREIRA et al., 2008). Sua importancia
estende da alimentagdo basica, fundamental para mais de 500 milhdes de
pessoas no mundo, a uma série de produtos industriais (TAKAHASHI;
GONCALO, 2005).

Popularmente, suas variedades sdo classificadas em dois grupos: bravas
ou amargas ¢ mansas ou doces. Tal classificacdo esta relacionada com o sabor
apresentado pelas variedades, sendo as bravas amargas e as mansas, levemente
adocicadas (MENZZETE et al., 2009). O sabor amargo estd associado ao
potencial cianogénico, ou seja, a capacidade da liberagdo de acido cianidrico
(HCN), substancia altamente toxica (PEREIRA; NERY; IGUE, 1965;
PEREIRA; PINTO, 1962). Nao ha entre os grupos qualquer caracteristica
morfoloégica da planta que permita distingui-los (MUHLEN; MARTINS;
ANDO, 2000).

No Brasil a variabilidade genética de mandioca é conservada em bancos
de germoplasmas ou em cole¢des de acesso, distribuidos em todo o pais. Apesar
da reconhecida importancia desses acessos, o germoplasma da mandioca ainda
tem sido pouco estudado sob o ponto de vista genético. A escassez de
informagdes, principalmente aquelas relacionadas a documentacdo e

caracterizagdo genética, combinada com a caréncia de estudos sobre o
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conhecimento da diversidade genética dos ecotipos com potencial econémico,
faz com que a conservacdo e caracterizagdo do germoplasma se tornem
necessarias para assegurar informacdes sobre essas fontes de genes para
utilizacdo futura. Nesse contexto, os marcadores de DNA constituem técnicas
importantes nos estudos de evolug¢do, domesticagdo, mapeamento genético e
caracterizagdo para uso mais eficiente dos acessos no melhoramento genético,
além de possibilitar a determinagdo do valor potencial do material melhorado.

Os marcadores moleculares permitem a avaliagdo, em curto prazo, de
um numero elevado de gendtipos, além de ndo sofrerem influéncia ambiental,
como ocorre com marcadores morfologicos (COSTA; CARDOSO; OHAZE,
2003). Portanto, eles tém sido utilizados freqiientemente na estimativa da
diversidade genética entre acessos de mandioca (COSTA; CARDOSO; OHAZE,
2003; MUHLEN; MARTINS; ANDO, 2000; VIEIRA et al., 2008a). Entre os
marcadores moleculares de DNA existentes, os microssatélites apresentam
algumas vantagens como, por exemplo: alta reprodutibilidade, simplicidade e
rapidez da técnica, pequena quantidade de DNA requerida, baixo custo de
utilizagdo e grande poder de resolugdo (OLIVEIRA et al., 2006). Eles ainda
possuem maior sensibilidade a variabilidade de locos do que os detectados por
RAPD ou AFLP (MUHLEN; MARTINS; ANDO, 2000).

O objetivo deste trabalho foi identificar a variabilidade genética de
clones de mandioca existentes na coleg@o de acessos da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), através de microsatélites, e detectar a semelhanca molecular

com cultivares de mesa e industria.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) pertence a classe das
Dicotiledoneas, subclasse Archiclamydea, ordem Euphorbiales, familia
Euphorbiaceae, tribo Manihoteae, género Manihot.

A planta é monoica, com flores femininas e masculinas na mesma
inflorescéncia, As flores femininas s@o unissexuadas por aborto de estames ¢ a
polinizacdo ¢é feita principalmente por abelhas e vespas. As flores femininas
amadurecem alguns dias antes das flores masculinas (dicotomia protoginica), e
admiti-se, por conseqiiéncia, que a mandioca pertence ao grupo das plantas
alégamas (CABRAL, 2001). Taxas de cruzamento de até 91,5% entre ecotipos
ou variedades regionais foram observadas, confirmando como alogamia o
sistema reprodutivo da mandioca (SILVA, 2000). Seu porte varia entre um a
cinco metros e apresenta sistema caulinar subarbustivo erecto, podendo ser
predominantemente indiviso no ciclo vegetativo e posteriormente ramificado no
ciclo reprodutivo. Quando adulto o caule ¢ lenhoso, dotado de nds salientes e
apresenta coloragdo bem variada com as cores (verde, o cinza e a avermelhada).
Sua folhas sdo do tipo simples palmipartidas, alternas com lobos que variam
quanto ao formato, cor, tamanho e em numero que pode ser de 5 a 9
(CONCEICAO, 1987).

As plantas podem ser oriundas de sementes ou de propagagdo
vegetativa, por meio de segmentos do caule, denominados manivas. A
reproducdo assexual ¢ usada nos plantios comerciais. Em plantas oriundas de
sementes, as raizes apresentam tipo axial tuberoso, ocorrendo algumas vezes a
formagdo de raizes secundarias feculentas. Em plantas propagadas

assexuadamente, ocorre o modelo pseudo-fasciculado tuberoso que ¢ o principal
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produto de consumo. As raizes s@o ricas em fécula, apresentando-se sob varias
conformagdes: cilindricas, cilindrico-conicas, conicas, fusiformes e algumas
vezes, globulosas. Em conseqiiéncia da alogamia as plantas sdo altamente
heterozigoticas (CONCEICAO, 1987).

O género foi disseminado do Norte da América do Sul até as Antilhas,
América Central, pela parte sul da América do Norte e por todo o territdrio
brasileiro (SHMIDIT, 1951 citado por CABRAL, 2001). Sua ampla distribui¢ao
geografica varia desde 33 © de latitude norte até 35 © de latitude sul (ALLEM,
1999). Além da mandioca, acredita-se que outras plantas cultivadas tais como
amendoim (Arachis hypogaea), borracha (Hevea brasiliensis), mate (llex
paraguayensis) e abacaxi (Anands comosa) sio pertencentes ao centro de origem
Brasil-Paraguai (MONTALDO, 1979 citado por CABRAL, 2001).

A raiz é a parte mais importante da mandioca sendo aproveitada de
diversas formas, tanto na alimentagdo humana como na alimentagdo animal e na
industria.

Considerando a raiz, as variedades podem ser divididas em duas classes:
mansas, doce ou de mesa, que ¢ consumida “in natura” e possui sabor
adocicado; mandioca brava ou amarga, que é utilizada nas industrias para a
producdo principalmente de farinha e possui sabor amargo. O sabor amargo esta
associado ao potencial cianogénico, ou seja, a capacidade da liberagdo de acido
cianogénico (HCN), substancia altamente toxica (PEREIRA; NERY; IGUE,
1965; PEREIRA; PINTO, 1962). Evidéncias revelaram que o sabor amargo ¢
perceptivel a partir de 100 mg eq. HCN/ kg de poupa de raizes (DUFOUR,
1988; LORENZI et al., 1993). Em estudos de conteudos cianogénicos em
progénies de mandioca originadas do cruzamento de variedades mansas e
bravas, observaram que as mandiocas bravas ¢ de sabor amargo apresentaram
teor cianogénico acima de 100 mg eq. HCN/ kg de poupa de raizes e as

mandiocas mansas e de sabor adocicado, apresentaram teores cianogénicos
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abaixo de 100 mg eq. HCN/ kg de poupa de raizes (VALLE et al., 2004). Seus
resultados refor¢am as evidéncias da percepgdo de sabor amargo ou doce da
mandioca em funcdo de seu teor cianogénico.

Alguns estudos sugerem a possibilidade de distinguir mandiocas bravas
de mandiocas mansas através de marcadores moleculares. Entretanto, estes ainda
s30 poucos.

Colombo e Valle (1998), usando RAPD, marcadores morfoldgicos e
analise de componentes principais (PCoA), encontraram uma separagdo clara
entre sete variedades de mandiocas mansas e dois grupos de mandiocas bravas,
todas originarias do Brasil.

Mkubira, Mahungu e Salipira (1998), usando microssatélite e PCoA,
mostraram uma boa separagdo entre gendtipos de mandiocas bravas de mansas.

Variedades com alto teor de HCN, ou bravas, sdo utilizadas para
produzir farinha, extrair amido e outros produtos, mas somente sdo consumidas
apdés algum tipo de processamento industrial, com efeito, destoxificante.
Variedades mansas sfo mais versateis, podem ser destinadas ao processamento
tais quais as variedades bravas, e também consumidas apos preparos mais
simples como cozidas, fritas ou assadas (VALLE et al., 2004).

Além dos produtos que tém as raizes como matéria-prima basica, ha
produtos gerados a partir da parte aérea (constituida de folhas e hastes) que sdo
usados na alimentacdo animal e humana. Na alimentagdo animal as folhas e
hastes sdo usadas no preparo de silagens e fenos, ou consumidas mesmo frescas.
Podem ser utilizadas nas formas peletizadas, pura ou misturadas com outros
alimentos. Na alimenta¢do humana, as folhas, depois de desidratadas, sdo usadas
nas formas de farinhas ou diretamente na preparagdo de alimento tipicos das
regides Norte e Nordeste do Brasil. As hastes sdo também fontes de material de

plantio (manivas) para as novas lavouras (BARROS; MERCES; ALVIM, 1978).
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2.1.1 Citogenética da mandioca

A grande maioria dos autores que estudaram os cariotipos das espécies
do género Manihot, encontrou 18 cromossomos bivalentes na metafase I e um
desenvolvimento meidtico normal nas demais fases (CONCEICAO, 1987;
CRUZ, 1968; SILVA JARDIM, 1984).

Outros estudos sobre o caridtipo do género Manihot mostraram que, de
98 espécies descritas, apenas em 20 foi determinado o nlimero de cromossomos,
como sendo 2n= 36. O numero basico de cromossomo para o género ¢ de X =9
(PERRY, 1943 citado por CABRAL, 2001). Em outro estudo foi verificado o
mesmo resultado, quando estudaram as espécies M.esculenta e M. glaziovii
(UMANAH; HARTMANN, 1973). Os autores as definiram como alopoliploides
com cariotipos bastante similares, diferindo apenas no segundo par de
cromossomos satélites, que apresentaram comprimento médio diferente, sendo
2,2u em M. esculenta e 3,1p em M. glaziovii. A similaridade de caridtipos ¢é
considerada uma desvantagem para os estudos citogenéticos e filogenéticos.
Entretanto, ¢ uma vantagem para o melhoramento por possibilitar a transferéncia
genética através de cruzamentos interespecificos.

Dados de mapeamento genético e de segregacdo de alelos, no entanto,
ndo confirmaram definitivamente a hipotese de origem alopoliploide. Publicado
um mapa genético da mandioca, foram assinalados 132 marcas de RFLP, 30
RAPD, 3 microssatélites ¢ 3 locos isoenzimaticos. Foram identificados 20
grupos de ligacdo, compreendendo 931,6 cM, cerca de 60% do genoma. Apesar
de existir um desvio significativo do niimero de locos ligados em repulsdao em
relagdo ao esperado para um dipldide, ndo foi possivel concluir sobre a
existéncia ou ndao de cromossomos homedlogos. Encontraram apenas 5% de
locos duplicados e todos distribuidos aleatoriamente no genoma (FREGENE et
al., 1997).
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Em outro estudo, isolaram quatorze microssatélites. Cinco foram
associados a pelo menos trés grupos de ligacdo diferentes. Em onze locos havia
apenas um ou dois alelos por genoma, como se espera para um genoma diploide
ou completamente diploidizado. Apenas um microssatélite apresentou dois locos

e mesmo assim, altamente ligados (CHAVARRIAGA-AGUIRRE et al., 1998).

2.1.2 Importancia, consumo e producgéo

A mandioca ¢ uma das mais importantes fontes de carboidratos e ¢é
consumida por mais e 500 milhdes de pessoas em regides tropicais e
subtropicais (EL-SHARKAWY, 2006). Com uma produgdo acima de 170
milhdes de toneladas, a mandioca constitui uma das principais exploragdes
agricolas do mundo. Entre as tuberosas, perde apenas para a batata. Nos
tropicos, essa importancia aumenta ainda mais (FUKUDA; OTSUBO, 2003).

O Brasil ocupa a segunda posi¢do na producdo mundial de mandioca,
com 12,7% do total (Gréfico 1). Cultivada em todas as regides do pais, tem
papel importante na alimentacdo humana e animal, bem como matéria-prima
para inumeros produtos industriais e na geracdo de emprego e¢ de renda

(FUKUDA; OTSUBO, 2003).
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Grafico 1A Principais paises produtores de mandioca em 2000
Fonte: Food and Agriculture Organization of the United Nations - FAO (2010)

As Regides Norte e Nordeste destacam-se como as principais
consumidoras. O cultivo é feito sem uso de insumos ou qualquer tecnologia
avangada, sendo algumas vezes em consdrcio com outras culturas. Grandes
variabilidades fenotipicas sdo observadas entre os materiais cultivados
(CABRAL, 2001).

Dentre os principais estados produtores destacam-se: Pard (17,9%),
Bahia (16,7%), Parana (14,5%), Rio Grande do Sul (5,6%) e Amazonas (4,3%),
que respondem por 59% da produg@o do pais. A Regido Nordeste sobressai-se
com uma participagdo de 34,7% da producdo nacional, porém com rendimento
médio de apenas 10,6 t/ha. As demais regides participam com 25,9% (Norte),
23,0% (Sul), 10,4% (Sudeste) e 6,0% (Centro-Oeste). No Sul e Sudeste, com

rendimentos médios de 18,8 t/ha e 17,1 t/ha, respectivamente, a maior parte da
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produgdo € para a industria, principalmente no Parana, Sdo Paulo e Minas
Gerais. Na regido Centro-Oeste, destaca-se a producdo de Mato Grosso do Sul,
cuja producdo se destina, basicamente, para a industrializagdo, em particular, de
fécula (FUKUDA; OTSUBO, 2003).

De uma maneira geral, a produgdo mundial de mandioca vem crescendo,
assim como o aumento da area plantada, porém, o rendimento médio ndo tem
crescido na mesma propor¢do. Necessidades de se produzirem mais e com
melhor qualidade sdo cada vez mais exigidas para suprir a demanda mundial.
Nesse contexto, o melhoramento genético de cultivares pode contribuir para
melhorar o rendimento, aumento da resisténcia a patégenos, produtividade e
qualidade dos produtos obtidos (CABRAL, 2001).

O conhecimento da variabilidade contida em cultivos tradicionais, em
bancos de germoplasma e em areas indigenas amplia a possibilidades de se obter
variedades mais produtivas e resistentes a pragas ou patégenos, nos cruzamentos

e processos de melhoramento genético da cultura.

2.1.3 Diversidade genética entre espécies

A avaliacdo da diversidade usando marcadores moleculares tem
confirmado a grande variabilidade genética da mandioca, mas algumas
comparagdes com espécies selvagens indicam que estas podem conter tanta ou
mais variabilidade que a cultivada (MUHLEN, 1999). Estima-se em cerca de
7000 o numero de variedades encontradas em todo mundo, em sua maioria
variedades regionais, mantidas por agricultores tradicionais (EMPERAIRE;
PINTON; SECOND, 1999; SALICK; CELLINESE; KNAPP, 1997).

Estudos analisando a variabilidade genética de 20 plantas de M.
glaziovii,20 clones de mandioca e 49 clones da chamada mandioca—de-arvore,

de materiais coletados na Nigéria, foi realizado utilizando polimorfismo de 13
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locos isoenzimaticas. No estudo, encontraram maior diversidade entre os clones
de mandiocas-de-arvore, seguido das M. glaziovii, e por fim com menos
variabilidade, os clones de mandiocas. A distribui¢do de alelos e indicadores
morfoldgicos sugeriu que a mandioca-de-arvore seria um hibrido natural entre
as duas espécies (WANYERA; HANH; AKEN’OVA, 1994).

Olsen e Schaal (1999) analisaram a seqiiéncia de nucleotideos de loco
(G3pdh) de 157 plantas coletadas em 27 populagd de M. esculenta ssp.
flabellifolia, 35 plantas de 6 populagdes de M. pruinosa e 20 acesso de
mandioca. Eles encontraram 28 haplétipos, destes, 6 na mandioca, 23 em M.
esculenta ssp. flabellifolia ¢ 7 em M. pruinosa. Apesar do desequilibrio
numérico da amostragem, observou-se que a M. pruinosa tinha um nimero
equivalente de haplotipos em relagdo a mandioca € que a M. esculenta ssp.
flabellifolia tinha cerca de trés vezes mais haplotipos. A distribuigdo dos
haplétipos entre as populagdes de M. esculenta ssp. flabellifolia ndo foi igual,
havendo maior diversidade entre as populagdes localizadas AM MT, RO e AC
do que em TO e GO.

Em estudos de diversidades genética, usando bandas polimoérficas de
RAPD, foram encontrados valores médios de similaridade (Jaccard) de S= 0,63
para 10 acessos de M. esculenta ssp. flabellifolia e S= 0,57 para 6 acessos de M.
esculenta ssp. peruviana. Para o conjunto de 16 plantas o valor médio foi S=
0,61, variando de 0,38 a 0,81. Para 20 acessos de mandioca da cole¢cdo mundial
o valor médio de similaridade foi S= 0,66, variando de 0,51 a 0,84. Utilizando
13 variedades tradicionais da localidade de Santa Isabel, na Amazonia, o valor
médio observado foi de S= 0,70, variando de S= 0,55 a 0,81. Entretanto, para as
mesmas plantas e utilizando bandas polimorficas de AFLP, observou média de
similaridade de 0,64 para o grupo de flabellifolia/peruviana com variagdes,
minima e maxima, de 0,33 a 0,84. Na colecdo mundial observou média de S=

0,72, variando de 0,56 a 0,88. Para as variedades da localidade de Santa Izabel,
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observou média de similaridade de 0,71, variando de 0,52 a 0,79 (COLOMBO,
1997; COLOMBO; VALLE, 1998).

Muhlen, Martins ¢ Ando (2000) avaliaram 45 ecotipos de mandioca
provenientes da Amazonia, 9 do litoral sul do Estado de Sdo Paulo ¢ uma
variedade moderna, a Mantiqueira. No estudo foram utilizados bandas
polimérficas de RAPD, AFLP e microssatélites. Utilizando RAPD foi observada
uma média de similaridades de S=0,89, variando de 0,81 a 0,99. Utilizando
AFLP, observou uma média de S=0,85, variando de 0,75 a 1,00. E com os
microssatélites, observou uma média de similaridade de 0,59, variando de 0,24 a
1,00. Em fung¢@o do maior polimorfismo encontrado para o microssatélites, tanto
o indice médio de similaridades como a amplitude de varia¢do entre minimo e
maximo, refletiram uma variabildade genética maior que a encontrada por meio
de RAPD e AFLP.

Costa, Cardoso e Ohaze (2003) avaliaram 27 acessos de mandioca
provenientes do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazonia Oriental,
em Belém — PA. No estudo utilizaram bandas polimoérficas de RAPD e os
valores de similaridades variaram de S= 0,03 a 0,78.

Vieira et al. (2008b) avaliaram a variabilidade genética de 356 acesso do
Banco de Germoplasma de mandioca da Embrapa Cerrados. Para tal, foram
utilizados 27 descritores morfologicos. Os resultados de dissimilaridade genética
média intragrupos variaram 0,30 a 0,41.

Em outro estudo, Vieira et al. (2008a) avaliaram a divergéncia genética
entre 4 acessos agucarados e 4 acessos nao-agucarados. Nesse estudo, utilizaram
3 métodos para avaliar a variabilidade genética: Distancia generalizada de
Mahalanobis, Complemento do Indice de coincidéncia simples e por marcadores
RAPD. Observaram nos resultados variacdo significativas entre os acessos
testados. Os valores de dissimilaridades genéticas entre os acessos variaram de

0,04 a2 0,79.
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2.1.4 Bancos de germoplasma

A mandioca apresenta grande variabilidade genética, isto porque a
propagac¢do vegetativa através de estacas (manivas) favorece o aparecimento e a
fixagdo de numerosas cultivares nas regides tropicais. Estes novos gendtipos t€ém
grande potencialidade para serem aproveitados no melhoramento genético da
cultura. Neste contexto, a coleta, preservacdo e caracterizacdo de germoplasma
previnem a erosdo genética dos cultivos ¢ asseguram a variabilidade genética
imprescindivel aos programas de melhoramento (CABRAL, 2001). Ainda
segundo esse autor, em mandioca, a erosdo ocorre principalmente em
decorréncia da expansdo das fronteiras agricolas, langamentos de novas
cultivares, desmatamento, e dos estresses bidticos e abidticos.

O germoplasma de mandioca no Brasil tem sido pouco explorado sob o
ponto de vista genético, devido principalmente a falta de estudos preliminares a
respeito da potencialidade dos gendtipos. Caracterizagdes e documentagdes
adequadas permitem a utilizagdo mais racional de germoplasma nos programas
de melhoramento e facilitam o intercambio do material e de informagdes
(FUKUDA et al., 1996).

Segundo Costa, Cardoso e Ohaze (2003), os acesso de mandioca do
Brasil estdo distribuidas em sete bancos ativos de germoplasma regionais,
localizados na Amazoénia (Oriental e Ocidental), Tabuleiros Costeiros, Semi-
arido, Cerrados, Subtropico e em Campinas-SP. S6 pra exemplificar o tamanho
dessa responsabilidade, bancos de germoplasma, como o Banco Regional de
Germolasma da Mandioca do Cerrado (BGMC), que retine cerca de 500 acessos
das espécies M. esculenta Crantz, constitui uma importante fonte de genes para
programas de melhoramentos genéticos (VIEIRA et al., 2007).

O aumento da produtividade, da resisténcia a patdogenos e tolerancia a

pragas, sdo as caracteristicas mais importante na cultura da mandioca, portanto
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constituem os principais objetivos dos programas de melhoramento genético da
cultura (CABRAL, 2001). Ainda, segundo esse autor, varias instituicdes como
IAC (Instituto Agronémico de Campinas) em Sao Paulo, EMBRAPA Mandioca,
e Fruticultura (EMBRAPA-CNPMF) na Bahia ¢ o Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT) na Colémbia, vém desenvolvendo pesquisas
empregando técnicas modernas, objetivando lancamentos de cultivares

melhoradas de mandiocas.

2.1.5 Caracterizacédo dos acessos

O melhoramento genético de plantas estd relacionado ao grau de
variabilidade genética disponivel nas popula¢des de interesse, possuindo papel
fundamental nos programas de cruzamento e selegdo genéticos promissores.
Portanto, ¢ importante conhecer a maneira como essa variabilidade esta
distribuida entre as diferentes populagdes, e em seus habitats naturais. E
essencial conhecer a estrutura genética e o comportamento reprodutivo das
populagdes, uma vez que os padroes de distribuicdo da variabilidade genética
estdo correlacionados com o sistema reprodutivo (FARALDO; SILVA;
VEASEY, 2002).

Portanto, cada vez mais, é necessario que o pesquisador conhega o
germoplasma disponivel em relacdo a variabilidade do desempenho agronomico,
para que essas informacdes sejam utilizadas como ponto de partida nos
programas de melhoramento genéticos, definindo assim, quais acessos serao
incluidos na etapa de avaliagdo agronémica (VIEIRA et al., 2008b).

Os bancos de germoplasma, normalmente sdo constituidos por
variedades antigas (ecotipos), variedades silvestres do mesmo género da cultura.
Em funcdo de reunirem ao mesmo tempo constituigdes genéticas de diferentes

origens e de diferentes niveis de melhoramento, podem constituir-se em 6timas
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fontes de genes para programas de melhoramento. Entretanto, para que toda essa
variabilidade seja utilizada com frequéncia e eficiéncia, ¢ necessario que o
pesquisador conheca o germoplasma disponivel em relacdo a variabilidade e ao
desempenho agronémico (VIEIRA et al., 2008b).

A caracterizagdo do germoplasma ¢ o ponto de partida para que o
pesquisador defina quais acessos serdo incluidos na etapa de avaliacdo
agrondmica (HIDALGO, 2003). Essa caractrizagdo pode ser realizada por meio
do emprego de caracteres fenotipicos (agrondmicos e descritores moleculares),

dados de passaporte e marcadores moleculares (VIEIRA et al., 2008b).

2.1.6 Marcadores moleculares

A utilizagdo de marcadores moleculares na caracterizacdo de
germoplasma de mandioca vem crescendo nos Ultimos anos, principalmente em
funcao de estes nao sofrerem influéncia do ambiente e possibilitarem a geragao
de uma grande quantidade de informagdo referente ao genoma da espécie
(CARVALHO; SCHALL, 2001; MUHLEN; MARTINS; ANDO, 2000;
ZACCARIAS et al., 2004). Entretanto, o custo dessa metodologia ainda ¢ o
principal entrave para a utilizagdo dela em larga escala (VIEIRA et al., 2008b).
Contudo, gracas ao desenvolvimento de algumas técnicas de genética molecular,
variagdes nas diferentes seqiiéncias de nucleotideos do DNA podem ser
detectadas e usadas como marcadores em estudos de filogenia e genética de
populacdes, possibilitando maior precisdo do que os marcadores morfologicos
(MUHLEN, 1999).

Os marcadores moleculares vieram para auxiliar e agilizar os trabalhos
de melhoramento genético, visto que inicialmente a variabilidade genética era
explorada pela intui¢do do agricultor (HARLAN; WET, 1971). O patrimdnio

genético acumulado ao longo das geragdes passou a ser utilizado com mais
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freqiiéncia, provocando mudangas fenotipicas que atendem as necessidades do
homem, principalmente em mandioca, espécie que faz parte da agricultura
autoctone do Brasil.

O RFLP, descrito no final da década de 70, é um marcador de DNA
baseado no padrao de fragmentos produzidos pela digestdo de DNA por meio de
endonuclease especifica (FARALDO; SILVA; VEASEY, 2002). O
desenvolvimento das técnicas de marcadores de DNA por meio de RFLP
propiciou um avango significativo no conhecimento da biossimetria, evolugao e
genética de plantas e animais. Associagdo entre a sensibilidade da técnica e a
descoberta de regides com variabilidade tém possibilitado avangos em estudos
de genética de populagdes, biogeografia e polimorfismo em populagdes de
diversos organismos, em particular em popula¢des humanas, onde tém sido
aplicadas na medicina forense, na determinacao de paternidade e no diagnostico
de doengas hereditarias (ARIAS; INFANTE-MALACHIAS, 2001).

Os marcadores do tipo RFLP apresentam algumas vantagens em relagdo
aos marcadores do tipo citologico, morfoldogico ou isoenzimaticos, pois sdo
herdados como marcadores mendelianos livres de efeitos pleitropicos, ndo sdo
afetados pelo ambiente, podem ser obtidos em numeros elevados e tém
distribuigdo aleatoéria no genoma (FARALDO; SILVA; VEASEY, 2002).

O termo minissatélite significa um tipo de DNA repetitivo
freqlientemente encontrado em organismos eucariotos. Consiste de pequenas
seqliéncias que se repetem uma ao lado da outra, (em Tandem) varias vezes. O
numero de vezes que a seqiiéncia se repete varia entre individuos. A variagdo
individual no nimero de vezes que determinada seqiiéncia ¢ repetida caracteriza
o polimorfismo genético (FARALDO; SILVA; VEASEY, 2002).

A andlise de polimorfismo de minissatélite com sondas de locos
multiplos ¢ utilizada em medicina forense, em teste de paternidade, identificagdo

de criminosos e estupradores. Em vegetais ¢ utilizada na identifica¢do de acessos
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para fins de registro de patentes, protecdo de cultivares e identificacdo de
material transgénico (FARALDO; SILVA; VEASEY, 2002).

Polimorfismos de microssatélites sdo detectados por hibrizagdo. Tautz e
Renz (1984) propuseram o termo seqiiéncias simples repetidas (SSR), para
descrever o tipo de DNA fragmentado em organismo eucarioticos, denominado
microssatélites. Como nos minissatélites, o nimero de vezes que uma
determinada seqiiéncia (de dois a dez pares de base) se repete, varia de individuo
para individuo, evidenciando o polimorfismo genético. Microssatélites também
podem ser detectados através de PCR (reagdo de polimerase em cadeia) além da
estratégia de hibridacdao (FARALDO; SILVA; VEASEY, 2002).

Os principais marcadores de DNA usados atualmente baseiam-se na
reacao de polimerase em cadeia (PCR). A técnica de PCR foi desenvolvida no
final da década de 80 por Mullis e Faloona (1987), que permite obter in vitro
varias copias de um determinado seguimento de DNA. O desenvolvimento dessa
técnica aumentou a eficiéncia de detecgdo de polimorfismo em nivel de DNA e
RNA. Além disso, reduziu o tempo de execucdo dos experimentos, custos e
complexidade (FARALDO; SILVA; VEASEY, 2002).

Aplicam-se técnicas de PCR, como RAPD, AFLP e Microssatélites, com
variagoes, a varios campos da biologia incluindo genética, botanica, entomologia
e etc. Atualmente, ¢ técnica amplamente difundida, sendo utilizados em
universidades, institutos de pesquisas, empresas particulares e em areas bastante
distintas. S3o as técnicas mais utilizadas na analise de polimorfismo
(FARALDO; SILVA; VEASEY, 2002).

A técnica denominada RAPD (random amplified polymorphic DNA) ou
reagdo em cadeia de polimerase iniciada arbitrariamente, para deteccdo de
polimorfismo no DNA, foi inicialmente descrita por Williams et al., 1990 e
Welsh &McClelland, 1990. Baseia-se em amplificacdo de fragmentos de DNA

por PCR, seguida de separagdo dos fragmentos amplificados, segundo seu
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tamanho, por maio de eletroforese em meio semisolido (normalmente gel de
agarose) e sua visualizagdo (normalmente por coloragdo com brometo de etideo
e exposi¢do a luz ultravioleta) (MUHLEN, 1999). Sdo amplificados fragmentos
de DNA ndo identificados a principio. Utilizam como iniciadores (“Primers”),
oligonucleotideos (freqiientemente decameros) de composicao arbitraria, que
podem ter homologia total ou parcial com uma ou mais regides no genoma. O
seu pareamento com o DNA molde direciona a agdo da DNA polimerase para o
trecho continuo a regido de homologia (MUHLEN, 1999).

O problema da técnica de RAPD ¢ a dificuldade de padronizagdo, uma
vez que deve existir discriminagdo exata entre a presenga de um sitio RAPD que
hibridiza com o primer para que o polimorfismo possa ser detectado. Alteragdes
dos resultados em func¢do das condigdes do PCR, também sdo problemas
acarretados no uso dessa técnica (MUHLEN, 1999). Os principais fatores
descritos que afetam o padrdo de bandas sdo a concentracao de MgCl,, de DNA
molde e de nucleotideos na solugdo, o tipo de polimerase, o tipo de
termociclador, a temperatura de anelamento e por fim, a composi¢do e o
comprimento dos iniciadores (COLOMBO; SECOND; VALLE, 1997;
MUHLEN, 1999).

Estudos detalhados de todos estes fatores demonstraram que ha maior ou
menor interferéncia de cada fator nos padrdes debandas obtidos e que ¢
necessario observar certos limites de variacdo para cada fator de modo a
conseguir reprodutibilidade nos resultados (WILLIAMS; RAFALSKI;
TINGEY, 1993).

Quanto ao polimorfismo, ele ¢ caracterizado quando ha presenga de
banda em um individuo e auséncia no outro, apos a amplificagdo e eletroforese
em gel. O padrdo de bandas observado normalmente nessa técnica é do tipo
dominante, pois sdo amplificadas a0 mesmo tempo, mais de uma regido de

genoma, ndo se fazendo distingdo entre bandas provenientes de um mesmo loco
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com diferentes alelos e bandas provenientes de diferentes locos (CHALMERS et
al., 1992; WILLIAMS; RAFALSKI; TINGEY, 1993).

Dois tipos de polimorfismo podem ser detectados por esse método.
Alteragdes suficientemente grandes na regido de homologia do iniciador para
que n3o haja mais pareamento ou o pareamento seja muito dificultado. Neste
caso ndo havera amplificacdo desta regido, ou a amplificacdo serd insuficiente
para uma boa visualizagdo da banda resultante (WILLIAMS et al., 1990). O
outro tipo de polimorfismo detectado refere-se a alteragdo de nucleotideos,
resultando no aparecimento de bandas com diferente comportamento
eletroforético (QUIROS; TRUCO; HU, 1995). Em mandioca esta técnica vem
sendo utilizada eficientemente pelos pesquisadores para avaliar o nivel de
diversidade genética (COSTA; CARDOSO; OHAZE, 2003; MUHLEN;
MARTINS; ANDO, 2000; SOUZA et al., 2008; VIEIRA et al., 2008b).

A técnica AFLP foi descrita inicialmente por Van Der Put et al. (1995) e
Vos et al. (1995). Estd baseada na amplificagdo por PCR de fragmentos
aleatorios do genoma, como na técnica de RAPD. O termo AFLP significa
polimorfismo de tamanho de fragmentos amplificados (amplified fragment
length polymorfism). A técnica permite que fragmentos aleatorios do genoma
sejam amplificados por PCR apos terem sido originados pela digestdo do
genoma por enzimas de restrigdo. As principais etapas que envolvem a detecgdo
dos fragmentos de AFLP resumem-se na digestdo do genoma pela enzima de
restricdo, na ligacao de “adaptadores” aos fragmentos gerados e na amplificagdo
dos fragmentos a partir de primers que hibridizam com os adaptadores
(MUHLEN, 1999). Durante o processo, para aumentar a quantidade de
fragmentos amplificados em uma tUnica reagdo, realiza-se uma clivagem do
DNA com duas enzimas de restricdo. As enzimas que reconhecem muitos sitios

no genoma vao gerar maior numero de fragmentos que serdo depois
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amplificados. Ja as enzimas que reconhecem sitios raros vao gerar menor
nimero de fragmentos para amplificagdio (MUHLEN, 1999).

Todos os fragmentos produzidos pela clivagem tém extremidades iguais
e conhecidas. A estas extremidades se acrescenta um pequeno fragmento de
DNA de fita dupla, com cerca de 15 pares da base, chamado adaptador. A
ligacdo dos adaptadores aos fragmentos ¢ feita por uma enzima, normalmente a
ligase T4. A funcdo dos adaptadores ¢ propiciar o pareamento dos iniciadores
com os fragmentos de DNA que servirdo do molde, na reagdo de PCR. As
seqiiéncias de nucleotideos dos adaptadores sio complementares as dos
iniciadores (MUHLEN, 1999).

Depois de feita a clivagem e a ligagdo dos adaptadores, os fragmentos de
DNA sdo amplificados por PCR. Os iniciadores usados nesta reagao podem estar
marcados para permitir a visualizagdo dos fragmentos amplificados. Os
processos mais utilizados sdo radioatividade e fluorescéncia. Também ¢ possivel
usar iniciadores ndo marcados e fazer uma coloragdo posterior do gel com
nitrato de prata (MUHLEN, 1999).

Normalmente, a amplificagdo ¢ feita em duas etapas. Na primeira,
chamada de pré-amplificagdo ou PCR+1, a reacdo de PCR ¢ feita com
iniciadores que além da seqiiéncia homologa a dos adaptadores, possuem um
nucleotideo a mais, avangando para o interior do fragmento a ser amplificado.
Numa segunda rodada de amplificagdo, denominada amplificacdo seletiva ou
PCR +2 (ou PCR +3), os iniciadores usados t€m dois ou trés nucleotideos a mais
que a seqiiéncia do adaptador. A finalidade destes nucleotideos excedentes é
limitar o nimero fragmentos a amplificar, para que os padrdes de bandas
produzidos sejam passiveis de uma boa separagdo e visualizagdo. Somente
aqueles que apresentarem homologia, além da regido adaptadora, também com

estes nucleotideos excedentes, serdo amplificados (MUHLEN, 1999).
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Observa-se, portanto, que a diferencia fundamental entre as técnicas de
RAPD e AFLP ¢ que na técnica RAPD, a selegdo das regides que serdo
amplificadas ¢ feita em fun¢do de homologia com os oligonugleotideos usados
como iniciadores. J4& na AFLP, a selecdo primaria das regides que serdo
amplificadas ¢ feita em fun¢do da existéncia de sitios reconhecidos por enzimas
de restricdo. A freqiiéncia de sitio de restricdo, com quatro ou cinco pares de
bases ¢ muito maior que dos sitios homdlogos aos iniciadores de RAPD, com
dez pares de bases. Por isso detectam-se mais polimorfismos por reagdo de PCR
pela técnica de AFLP do que pela técnica RAPD (MUHLEN, 1999).

Alguns mapas genéticos de plantas com a localizacdo de marcas de
AFLP sao conhecidos. Spada et al. (1998) mapearam 18 bandas no genoma de
Asparagus officinalis. Virk, Ford-Lloyd ¢ Newbury (1998) incorporam 150
marcas de AFLP a um mapa baseado em RFLP de Orysa sativa. Cho et al.
(1998) prepararam um mapa integrado com marcas de AFLP, SSLP e RFLP
também em Orysa sativa (MUHLEN, 1999). Todos estes trabalhos indicam que
ha uma amostragem razoavel dos genomas, com as marcas de AFLP sendo

distribuidas por todos os grupos de ligagio (MUHLEN, 1999).

2.1.6.1 Marcadores de Microssatélites

Microssatélites ou SSRs (simple sequence repeats) — repeti¢des de
seqiiéncias simples) e STRs (short tandem repeats) — repeticdes curtas em
tandem) sdo trechos do genoma compostos pela repetigdo de uma seqiiéncia
curta e simples de nucleotideos. As seqiiéncias repetidas que compdem os
microssatélites normalmente sdo mono, di, tri e tetra nucleotideos (TAUZ;
TRICK; DOVER, 1986; WEBER; MAY, 1989).

As caracteristicas que favorecem o uso dos microssatélites como

marcadores de DNA sdo a alta frequéncia e ampla dispersdo pelo genoma ¢ a
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alta taxa de mutagdo a que estdo sujeitos, resultando em grande variabilidade
(MUHLEN, 1999).

O numero de microssatélites varia de acordo com o tipo de seqiiéncia e a
espécie em que € encontrada. Kruglyak et al. (1998), analisando seqiiéncias do
genoma humano, de camundongo, da mosca da fruta e de leveduras encontraram
seqliéncias compostas por dinucleotideos com até 34 copias, trinucleotidoes com
até 26 copias e tetranucleotideos com 18 copias. O genoma de camundongo nos
trés casos foi 0 que apresentou microssatélites mais longos, seguido do genoma
humano, levedura e mosca da fruta.

A alta variabilidade dos locos de microssatélites esta relacionada a
freqiiéncia com que ocorrem dele¢des ou adigdes da unidade repetitiva, durante
as replicacdes do DNA. Um modelo tem sido proposto para explicar a alta
incidéncia de mutagdes deste tipo nos locos de microssatélites. Trata-se do
chamado deslizamento (do inglés “slippage”) da DNA polimerase no processo
de duplicacdo do DNA. Este fenomeno foi observado in vitro e supde-se que
ocorra igualmente in vivo, sendo a principal causa do aparecimento de variantes
de comprimento nos locos de microssatélites (HITE; ECKERT; CHENG, 1996;
WIERDLL; DOMINSKA; PETES, 1997).

Quanto a distribuicdo fisica dos microssatélites nos cromossomos de
plantas, um estudo detalhado em Beta vulgaris L. foi realizado por Schmidt e
Heslop-Harrison (1996). No estudo, utilizaram hibridagdo in situ e hibridagio
em DNA clivado com diversas enzimas de restricdo. Escolheram-se sondas
complementares a sete tipos de microssatélites (trés tetrdmeros, trés dimeros, ¢
um trimero). Cada microssatélite apresentou um padrio especifico de
distribuigdo no genoma. E foi observada exclusdo de alguns microssatélites de
regides de DNA ribossomico, de alguns centrOmeros ¢ algumas regides

intercalares.
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Em relagdo aos estudos de polimorfismo, duas metodologias podem ser
usadas: hibridagdo de sondas que contenham seqiiéncias repetitivas ou
amplificagdes por PCR de locos contendo microssatélites (FARALDO; SILVA;
VEASEY, 2002). A mais empregada ¢ a técnica PCR. Em estudos de mandioca
esse marcador tem sido utilizado principalmente para detec¢do de polimorfismo,
estudos de evolugdo, origem e domesticagdo da mandioca (OLSEN; SCHAAL,
2001), relacdes filogenéticas (CARVALHO; SHALL; FUKUDA, 2000), grau de
parentesco entre as espécies silvestre do género Manihot ¢ a cultivada
(CABRAL; CARVALHO; SCHAAL, 2000), mapeamento do genoma
(FREGENE et al., 2000) caracterizagdo e identificacdo de acessos e ecotipos
presentes nos bancos de dados de germoplasma (CARVALHO; SCHALL, 2001;
MUHLEN, 1999) e avaliagdo de diversidade genéticas (VIEIRA et al., 2009).

A amplificacdo de locos de microssatélites normalmente ¢é feita usando-
se iniciadores complementares as seqiiéncias flanqueadoras do microssatélite.
Normalmente usam-se iniciadores com cerca de 20 nucleotideos que gerem
produtos de amplificagdo com 100 e 400 pb, incluindo microssatélite alvo
(MUHLEN, 1999).

Para definir a seqiiéncia de nucleotideos dos iniciadores que serdo
usados para amplificacdo de cada loco, ¢ necessario conhecer as seqiiéncias das
regides flanqueadoras e desenhar os olinucleotideos mais adequados para a
amplificagdo da regido. Isto pode ser conseguido pesquisando bancos de
seqliéncias do DNA ou seqiiéncias clones positivos para presenca de
microssatélites, de bancos de DNA da espécie em estudo (LAGERCRANTZ;
ELLEGREN; ANDERSON, 1993). A separacdo dos fragmentos amplificados
que contém microssatélites normalmente é feita em géis de policrilamida, por
permitirem resolucdo de fragmentos que diferem em tamanho por apenas um ou
dois nucleotideos. A visualizacdo pode ser feita por coloragdo com nitrato de

prata, autoradiografia ou fluorescéncia (MUHLEN, 1999).
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Os microssatélites sdo marcadores moleculares do tipo codominante, ou
seja, todos os alelos sdo identificados. Com isso, se o individuo ¢ diploide, a
amplificagdo do loco apresentara uma banda se o individuo for homozigoto e
duas bandas se heterozigoto (FARALDO; SILVA; VEASEY, 2002). Os
marcadores do tipo microssatélites apresentam maior contetido informativo, por
apresentar natureza multialélica, heranga codominante, ampla distribui¢do no
genoma e possibilidade de detectar variagdes de seqiiéncias por meio de PCR,
como RAPD e AFLP, e podendo ser transferiveis de genoma para genoma
dentro da mesma espécie e entre espécies geneticamente relacionadas
(GRATTAPAGLIA, 2001). Normalmente, em mandioca, a metodologia ¢
utilizada para detectar a ligagdo entre marcadores moleculares e locos de
heranga simples ou QTL (“Quantitative Trait Loci”), envolvendo analises de
populagdo F2 e retrocruzamentos que segregam para a expressdo do carater e
para os marcadores. O objetivo principal estd relacionado a identificagdo de
genotipos contrastantes para o carater de interesse com o loco de marcador
molecular (FARALDO; SILVA; VEASEY, 2002).

Entre os possiveis problemas na andlise de polimorfismos de
microssatélites, a manifestagdo, in vitro, da tendéncia dos microssatélites em
sofrerem adi¢cdes e delegdes de sua unidade repetitiva, pode ter como
conseqiiéncia a formagdo de bandas espurias nos géis, dificultando a
interpretacdo dos resultados. Alguns tipos de seqii€ncia repetitiva dos
microssatélites sio especialmente susceptiveis a este efeito (MUHLEN, 1999).
A determinagdo do tamanho exato dos fragmentos amplificados também pode
ser prejudicada pela adi¢do, pela polimerase, de um nucleotideo excedente na
extremidade” 3” dos fragmentos produzidos. Nem todos os tipos de enzimas,
porém, produzem este efeito e como todas as bandas ficam aumentadas de um
nucleotideo, a avaliag¢@o relativa dos padrdes num gel nao é seriamente prejudica

(HITE; ECKERT; CHENG, 1996).
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Os fragmentos produzidos por PCR na amplificacdo dos microssatélites
incluem, além do proprio microssatélite, seqiiéncias flanqueadoras situadas entre
o microssatélite e as regides de homologia com os iniciadores. Alteracdes nestas
regides também podem colaborar com a varia¢do no tamanho dos fragmentos

amplificados (AKAGTI et al., 1998).
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RESUMO

As caracteristicas dos clones utilizados no cultivo da mandioca variam
de acordo com a aptiddo comercial da cultura, ou seja, para o processo industrial
e consumo humano “in natura”. O presente trabalho objetivou identificar clones
novos de mandioca obtidos por policruzamento na Universidade Federal de
Lavras (UFLA) em 1998 com relacdo a essas aptiddes. Para tanto, procurou-se
identificar clones com padrdes moleculares semelhantes aos padrdes
apresentados pelos clones comerciais. A metodologia utilizada para a extragdo
do DNA e obtencdo dos padrdes de bandas foi a mesma recomendada para a
técnica de marcador molecular microssatélite. A caracterizagdo molecular dos
clones de mandiocas do acesso UFLA e clones comerciais apresentaram uma
distribui¢do de similaridade concentrada em dois grupos. Um grupo é composto
pelos clones comerciais de consumo humano “in natura” Baiana, Casca-roxa e
TIAC 576-70, e os acessos UFLA 7, UFLA E, UFLA 22 e UFLA 55. Outro grupo
¢ composto pelos clones comerciais para processo industrial, FIBRA, TAC 12,
IAC 13, IAC 14 ¢ IAC 15, e os acessos UFLA 20, UFLA 33, UFLA 36 ¢ UFLA
64. A cultivar comercial Ouro-do-vale e os clones UFLA 38 e UFLA 69 sequer
enquadraram-se em qualquer grupo, seja de mesa ou industria, enquanto, que o
clone Pao-da-china (de mesa) agrupou-se junto com os clones da industria.
Portanto, a utilizagdo dos primers foi adequada para agrupar os clones com
aptiddo para uso "in natura", mas ndo para industria.

Palavras-chave: Manihot esculenta. Agrupamento. Microsatélite. Clones novos.
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ABSTRACT

The characteristics of the clones used in the cassava cultivation vary in
according to the commercial aptitude of the culture, for industrial processing or
“in nature” human consumption. The present research aimed to identify new
cassava clones obtained by polycross in the Federal University of Lavras
(UFLA) in 1998 regarding those aptitudes. For such, an attempt was made to
identify clones with molecular patterns similar to the patterns presented by the
commercial clones. The methodology used for the DNA extraction and the
obtaining the band patterns was the same recommended for the of Microsatellite
molecular marker technique. The molecular characterization of the cassava
clones of the UFLA accession and commercial clones already established
presented a distribution similarity concentrated in two large groups. One group
is composed by commercial “in nature” human consumption clones Baiana,
Casca-roxa and IAC 576-70, and the UFLA 7, UFLA E, UFLA 22 and UFLA 55
accesses. The other group is composed by commercial industrial processing
clones, FIBRA, IAC 12, IAC 13, IAC 14 ¢ IAC 15, and the UFLA 20, UFLA
33, UFLA 36 and UFLA 64 accesses. The commercial cultivar Ouro-do-vale
and the clones UFLA 38 and UFLA 69 not framed in any group, either “in
nature” human consumption or industrial processing, while the clone Pao-da-
china (“in nature” human consumption) was grouped together with clones for
the industrial processing. So, the use of primers was appropriate to group the
clones for the “in nature” human consumption, but not for industry.

Keywords: Manihot esculenta. Grouping. Microsatellite. New clones.
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1 INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) apresenta elevada variabilidade
genética e ¢é cultivada em todas as regides brasileiras, para os fins mais diversos,
sendo considerada uma importante cultura de subsisténcia para muitas
comunidades (FERREIRA et al., 2008; MKUMBIRA et al, 2003;
TAKAHASHI; GONCALO, 2005; VIEIRA et al., 2008).

Popularmente, suas variedades sdo classificadas em dois grupos: a)
mandioca para mesa, conhecida também como aipim, macaxeira, mandioca
mansa ¢ mandioca doce; b) para indistria, também conhecida por mandioca
brava (VALLE et al., 2004; VIEIRA et al, 2009). Essa classificagdo esta
relacionada a capacidade de liberagdo de acido cianidrico (HCN), substancia
altamente toxica se ingerida. A mandioca brava tem sabor amargo e as mansas
sdo levemente adocicadas (MEZZETE et al., 2009). O sabor amargo esta
associado ao potencial cianogénico da planta. Apesar de ndo haver caracteres
morfoldégicos especificamente associados a distingdo entre mandioca brava e
mandioca de mesa, conjuntos de marcadores de DNA ou morfoldgicos, podem
estabelecer uma distingdo entre estes dois grupos (MUHLEN et al., 2000).

No Brasil, diferentes variedades de mandioca sdo conservadas em
bancos de germoplasmas (VIEIRA et al., 2007) ou em colecdes de acesso,
distribuidos em todo o pais. Apesar da reconhecida variabilidade genética
existente nesses locais, o germoplasma da mandioca ainda tem sido pouco
estudado sob o ponto de vista genético. A escassez de informagdes,
principalmente aquelas relacionadas & documentacdo e caracterizagdo genética, e
a caréncia de estudos sobre o conhecimento da diversidade genética das espécies
com potencial econémico, fazem com que a conservagdo e caracterizagdo de
germoplasma se torne necessaria para assegurar informagdes sobre essas fontes

de genes para utilizagdo futura (COSTA et al.,, 2003). Nesse contexto, os
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marcadores de DNA representam técnicas importantes nos estudos de evolugao,
domesticagdo, mapeamento genético e clonagem.

Varios estudos com marcadores moleculares t€ém sido realizados no
Brasil e em outros paises, com RADP (CARVALHO; SCHAAL, 2001;
COLOMBO et al, 1998; COSTA et al., 2003; MUHLEN et al., 2000;
ZACARIAS et al, 2004), com AFLP (MUHLEN et al, 2000) e com
microssatélites (CARVALHO; SCHAAL, 2001; MKUMBIRA et al., 1998;
MUHLEN et al., 2000; SIQUEIRA et al., 2009). Verifica-se que além da
capacidade de gerar altos niveis de polimorfismo, os microssatélites apresentam:
alta reprodutibilidade, simplicidade e rapidez da técnica, pequena quantidade de
DNA requerida, baixo custo de utilizagdo e grande poder de resolugdo
(OLIVEIRA et al., 2006), ¢ ainda apresentam variabilidade de locos bastante
superior a detectada pelos marcadores RAPD ou AFLP (MUHLEN et al., 2000).

O objetivo do trabalho foi detectar, em dez clones de mandioca obtidos
por policruzamento no ano de 1998 na Universidade Federal de Lavras, a
semelhanga molecular com cultivares de mesa ¢ induastria ja consagradas no

mercado, por meio de marcadores microssatélites.
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2 MATERIAL E METODOS

Avaliou-se, por meio do uso de marcadores microssatélites, o
comportamento molecular em dez clones de mandioca da cole¢do de variedades
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em comparagdo com dez cultivares
comerciais, sendo cinco de mesa e cinco de industria. Os nomes e aptidao dos
clones encontram-se na Tabela 1. Os clones novos foram obtidos em campo de
policruzamento, como parte do programa de melhoramento da mandioca
conduzido na UFLA. Foram utilizados no policruzamento, clones oriundos do
Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura Tropical, Cruz das

Almas - BA.

Tabela 1 Clones obtidos na UFLA e cultivares comerciais utilizadas na
determina¢do de similaridade genética em Lavras

Identificagdo Nome Aptiddo
Clones comerciais

Cl Baiana Mesa
C2 Casca-roxa Mesa
C3 TIAC 576/70 Mesa
C4 Pao-da-china Mesa
C5 Ouro-do-vale Mesa
Co6 Fibra Industria
C7 IAC 15 Industria
C8 IAC 13 Industria
C9 IAC 14 Industria
C10 IAC 12 Industria

Clones novos
Cl1 UFLA 7 (1)
Cl12 UFLA 38 (N
Cl13 UFLA 64 (1)
Cl4 UFLA 36 (1)
Cl15 UFLA 20 (1)
Clé UFLA E (1)
Cl17 UFLA 69 @)

“Tabela 1, continua”
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“Tabela 1, conclusdao”

C18 UFLA 22 (1)
C19 UFLA 33 (1)
C20 UFLA 55 (1)

(1): destinagdo ainda nao estabelecida.

A metodologia utilizada para extragcdo de DNA foi a descrita por
Dellaporta et al. (1983), com modificagdes de Miihlen (1999) e para a obtengao
de bandas de microssatélites utilizou-se as metodologias de Chavarriga-Aguirre
et al. (1998) e Roa et al. (2000) com modificagcdes de Miihlen (1999).

As analises moleculares foram realizadas no Laboratério de Analise de
Sementes da UFLA. Coletaram-se, pelo periodo da manha, folhas do tergo
superior das variedades de mandioca. As folhas foram maceradas na presenga de
nitrogénio liquido e armazenadas em recipientes plasticos em Freezer (- 82°C).

Para a extracdo foram pesados 100mg do material macerado e
adicionado 800pul de tampao de extracdo CTAB 2% com a seguinte composi¢ao:
46ml de H,0O, 20ml de Tris HCI 1M pH 7,5, 28ml de NaCl 5M, 4ml de EDTA
0,5M pH 8,0, 2g CTAB e 2ml de P mercaptoetanol. As amostras foram
colocadas em banho maria a 65 °C por 60 min e homogeneizadas a cada 10 min.
Apdés o resfriamento das amostras em temperatura ambiente por
aproximadamente 5 min, foram adicionados 800ul de cloroférmio-alcool
isoamilico na propor¢do de 24:1 e homogeneizados levemente durante 5 min
para obtencdo de uma emulsdo, que posteriormente, foi centrifugada a 14000
rpm durante 10 min.

O sobrenadante foi transferido para outro micro-tubo ¢ novamente foi
adicionado 800pl de cloroférmio-alcool isoamilico repetindo-se as mesmas
condigdes até a centrifugacdo a 14000 rpm.

O sobrenadante foi retirado, sendo adicionado isopropanol gelado na
propor¢ao de 1:1 para a precipitacdo dos acidos nucléicos. Os micro-tubos

ficaram incubados a 4 °C durante 2 horas e posteriormente foram centrifugadas a
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14000 rpm/10 min. O precipitado foi secado por cerca de 20 minutos e entdo
foram adicionados 50ul de TE + 2ul RNAse (10mg/ml), mantendo a
temperatura de 37 °C durante 1 hora.

Apos esse periodo, o DNA foi precipitado com 100ul de etanol 95% e
lavado com o etanol 70%. Apds a eliminagdo do alcool etilico 70%, o
precipitado foi secado e, posteriormente, diluido com 5ul de TE e o DNA

quantificado em fluorimetro Hoeffer Scientific TKO100.

2.1Marcadores SSRs

Para amplificacdo de microssatélites foi seguida a metodologia descrita
por Chavarriaga-Aguirre et al. (1998) e modificada por Miihlen (1999). Os pares
de iniciadores foram desenvolvidos especialmente para mandioca (ver
seqiiéncias em CHAVARRIAGA-AGUIRRE et al., 1998). Foram marcados com
fluorescéncia (por Research Genetics ou Perkin-Elmer) e analisados em
equipamento ABI-Prism 377 e com os programas GeneScan e Genotyper.

Foram adquiridos 13 primers da MWG BIOTECH AG. Para as reacdes
de PCR foram retirados 3pl de DNA na concentracdo de 10ng e acrescentados
4,8ul agua ultra pura, 0,3ul de cada primer; 0,5ul de dNTP, 1pul tampéo 10X e
0,1 pl da enzima Taq polimerase, em um volume total de 10ul (Tabela 2). As
amplificagdes foram realizadas no termociclador NJ RESEACH modelo PTC
200, em sete ciclos diferentes:

1. 94 °C - 2 min.

2.94 °C - 20 seg.

3.56 °C - 20 seg.

4.72°C - 20 seg.

5.94 °C - 19 ciclos.

6. 69 °C - 30 min.
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7.4 °C.

Tabela 2 Seqiiéncias dos primers (forward/reverse) usados em analises SSR

Primer Seqiiéncia dos primers 5’ para 3’

1 : TAA TGT CAT CGT CGG CTT CG

: GCT GAT AGC ACA GAA CACAG

: GAT TCC TCT AGC AGT TAA GC

: CGA TGA TGC TCT TCG GAG GG

TTC CCT CGC TAG AACTTG TC

:CTA TTT GAC CGT CTT CGC CG

GTA CAT CAC CAC CAA CGG GC

: AGA GCG GTG GGG CGA AGA GC

GGC TTC ATC ATG GAA AAA CC

:CAATGC TTT ACG GAA GAG CC
AGC AGA GCA TTT ACA GCA AGG

: TGT GGA GTT AAA GGT GTG AAT G

: CAA TGC AGG TGA AGT GAATACC

:AGG GTG CTC TTC AGA GAA AGG

: AGT GGA AAT AAG CCA TGT GAT G

: CCC ATA ATT GAT GCC AGGTT

: CTC TAG CTA TGG ATT AGA TCT

: GAT GCT TCG AGT CGT GGG AGA

: ACA ATG TCC CAA TTG GAG GA

: ACC ATG GAT AGA GCT CAC CG

: CGT TGA TAA AGT GGA AAG AGC A

: ACT CCA CTC CCG ATG CTC GC

: TTC AAG GAA GCCTTC AGC TC

: GAG CCA CAT CTA CTC GAC ACC

: TGT TCT TGA TCT TCT GCT GCA

: TGA TTG TGG ACG TGG GTA GA

o]

2

3

10

11

12

13

ATATRFTA TR TIAI TR T TR TR TR TR TR

Os produtos de amplificagdo foram separados em gel de poliacrilamida
por eletroforese a 100V por 2 horas. Para aplicag@o no gel, foi acrescentado ao
DNA amplificado 3pl de corante DAE e aliquotas de 13ul do material foram
aplicados.

Para a revelacao dos géis utilizou-se o método de coloragdo com nitrato

de prata. Apds a eletroforese, as placas foram separadas e o gel foi imerso em 1
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litro de solugdo fixadora (etanol 10%, acido acético 0,5% e agua destilada) e
mantido sob agitagdo lenta por 15 minutos. Em seguida o gel foi submerso em 1
litro de nitrato de prata (AgNO; 0,2%) sob agitagdo lenta por 15 minutos. O gel
foi lavado com agua destilada e posteriormente colocado em 1 litro de solugdo
de NaOH 3%, formaldeido 0,5% e agua destilada sob agitagdo lenta até a

completa visualiza¢do das bandas.
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3 ANALISE DOS DADOS

Os fragmentos de DNA amplificados foram computados como presenca
ou auséncia de bandas, e montada uma matriz com 1 representando presenca e 0
representando auséncia. Foram analisadas todas as bandas, tanto polimérficas
como monomorficas. Foi estimada a similaridade genética (S) entre os clones de
mandiocas do acesso UFLA e clones comerciais com base no indice de Jaccard,
conforme Alfenas et al. (1991). Os calculos foram feitos usando o programa
NTSYS-PC 2.1 (ROHLF, 1992), foi gerado o dendrograma pelo método
UPGMA.JACCARD.

As analises discriminantes, baseadas no método ndo paramétrico de k
vizinhos mais proximos, foram aplicadas segundo Cruz e Carneiro (2006)
utilizando o aplicativo computacional GENES (CRUZ, 2006). No método k
vizinhos mais proximos, o valor de k ¢ definido a priori de maneira arbitraria.
Nesse trabalho foi pré-estabelecido um valor k=3, no caso de ocorréncia de
empate entre probabilidades, a observacdo foi alocada numa populagio
designada de ‘desconhecida’.

A classificagdo a priori dos clones em estudo foi realizada de acordo

com a caracterizagdo molecular (mesa e industria), ficando assim estabelecida:

a) Consumo humano “in natura” (mesa) — 7 clones;

b) Processo industrial — 10 clones.

Os trés clones restantes foram alocados a posteriori, por ndo atenderem

aos critérios de inclusdo nas populacdes pré-definidas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se no dendrograma gerado com base nas similaridades de
Jaccard valores de similaridade variando de 0,15 a 0,75 (Figura 1), esses
resultados indicam elevada variabilidade genética entre os materiais em estudo.
Siqueira et al. (2009), estimando a diversidade genética entre 42 acessos de
mandioca, provenientes de cinco regides brasileiras, por meio de microssatélites,
também constataram alta variabilidade genética (valores de similaridade entre
0,19 a 0,83), ocorrendo formagdo de cinco grupos, conforme, os autores a alta
variabilidade genética foi devido a polinizagdo cruzada e a propagagdo
vegetativa da cultura. No presente estudo a elevada variabilidade genética ¢é
justificada pela utilizacdo de clones com diferentes aptiddes comerciais (mesa e

industria).
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Figural Dendrograma dos acessos de mandioca estudados, com base no indice
de similaridade de Jaccard

Miihlen et al. (2000), estimando a diversidade genética de
etnovariedades de mandioca, através de micorssatélites, verificaram que esses
marcadores detectaram uma possivel compartimentalizagdo do germoplasma de
mandioca em dois grupos: variedades de industria e variedades de mesa.
Apresentando uma média de similaridade de 0,59, variando de 0,24 a 1,00.
Mkumbira et al. (1998), utilizando microssatélite, também conseguiram uma boa
separa¢ao entre genotipos de mandiocas bravas de mansas.

No presente estudo a caracterizagdo molecular dos clones de mandiocas
do acesso UFLA e clones comerciais ja consagrados apresentou uma
distribui¢do de similaridade concentrada em dois grupos. Um grupo é composto

pelos clones comerciais de mesa Baiana, Casca-roxa e IAC 576-70, e os acessos
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UFLA 7, UFLA E, UFLA 22 ¢ UFLA 55. O outro grupo é composto pelos
clones comerciais para industria, FIBRA, IAC 12, IAC 13, IAC 14 e IAC 15, ¢
os acessos UFLA 20, UFLA 33, UFLA 36 e UFLA 64. Verifica-se que a cultivar
comercial Ouro-do-vale e os clones UFLA 38 ¢ UFLA 69 sequer enquadraram-
se em qualquer grupo, seja de mesa ou industria, enquanto, que o clone Pao-da-
china (de mesa) agrupou-se junto com os clones da industria. Portanto, a
utilizacdo de todos os primers utilizados ndo foi adequada para agrupar os clones
com aptiddo para indUstria, o que ndo ocorreu com os clones para mesa.
Somente apdés a identificagdo dos primers que realmente possibilitam a
discriminagdo dos dois grupos (mesa e industria) os clones novos devem ser
analisados e alocados em seus grupos caracteristicos.

Com base no dendrograma pode-se verificar que os clones UFLA 7,
UFLA E, UFLA 22 e UFLA 55 possuem caracterizagdo molecular para a
utilizagdo como mesa, devido seu agrupamento com as variedades comerciais
tradicionalmente usadas para essa finalidade. Os demais clones UFLA 20,
UFLA 33, UFLA 36 ¢ UFLA 64, no entanto, possuem caracterizagdo molecular
para industria por pertencerem ao mesmo grupo das cultivares FIBRA, IAC 12,
IAC 13, IAC 14 e IAC 15 de aptidao para a industria.

Observa-se que a variedade Pao-da-China, de aptiddo mesa, apresentou-
se associada as cultivares comerciais de aptiddo para indastria. Esse
comportamento ndo era esperado, em relagdo ao teor cianogénico da mandioca.
Contudo, a variedade assemelha-se as cultivares comerciais para mesa, em
relagdo a outros caracteres (VALLE et al., 2004).

Conforme Alves et al. (2009), os marcadores moleculares constituem
opcdes promissoras para interligar fontes de recursos genéticos e programas de
melhoramento das espécies cultivadas. Assim, resultados obtidos com
caracterizagcdo molecular poderao ser utilizados em programas de melhoramento,

visando o langamento de novas cultivares.
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Os resultados das analises discriminantes, baseadas em k vizinhos mais
proximos sdo apresentados na Tabela 3. A discriminagdo dos clones em estudo
segundo a caracterizagdo molecular (mesa e industria) evidencia que os clones
dos grupos para consumo humano “in natura” (mesa) e processo industrial foram
eficientemente alocados em seus grupos de origem. A taxa de erro aparente foi
de 5,88 % com apenas uma classificacdo incorreta. Embora relativamente baixo
este valor ¢ resultante, da pouca eficiéncia dos primers em agrupar os clones
para industria.

Dos clones classificados a posteriori, dois, o acesso UFLA 38 ¢ a
cultivar comercial Ouro-do-vale, foram alocados no grupo para consumo

humano “in natura” (mesa) e o acesso UFLA 69 no grupo para industria.

Tabela 3 Analise discriminante de clones de mandioca para mesa e industria,
baseada em k vizinhos mais préoximos (k=3). Os valores destacados
em negrito referem-se aos percentuais de alocacdo dos clones nos
seus respectivos grupos de origem

Grupo de N° de acessos Percentuais de alocacéo nos diferentes
origem grupos
Mesa IndUstria
Mesa 7 100,00 0,00
Industria 10 10,00 90,00
Clones 3 66,66 33,33
alocados a
posteriori
Total de clones 20 9 11

alocados
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5 CONCLUSOES

Os marcadores microssatélites foram eficientes para identificar os novos
clones de mandioca apropriados ao uso "in natura", mas ndo para o processo

industrial.
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RESUMO

A disponibilidade de cultivares de mandioca (Manihot esculenta Crantz)
adaptadas a Regido Sul do Estado de Minas Gerais com boa produtividade de
raizes, pode despertar a atengdo dos agricultores para essa cultura, tanto para o
consumo humano e animal, como para utilizacdo na industria. O uso de
marcadores moleculares de DNA, visando a caracterizagdo de clones de
mandioca é bastante promissor para caracterizagdo de clones de mandioca
destinados aos plantios comerciais. No presente trabalho, por meio do uso de
marcadores moleculares do tipo Microssatélites, usando 13 primers para
amplificagdo, foi possivel caracterizar 100 clones de mandioca, sendo 77 obtidos
por policruzamento no ano de 1998 na Universidade Federal de Lavras e 23
cultivares ja em uso pelos produtores rurais. A obten¢do do material genético
para a extragdo do DNA foi feito a partir de folhas de clones de mandioca da
colecdo de acessos da UFLA. Os resultados indicam que o primer 13 apresentou
maior amplifica¢do de alelos. Ja os primers 7 e 11 ndo amplificaram alelos para
nenhum dos clones e bandas. Os dendrogramas gerados com bases nos alelos
amplificados demonstram a existéncia de grupos de clones geneticamente
similares e algumas inferéncias sdo feitas com base nessa identificacao.

Palavras- chave: Manihot esculenta. Cultivares. Similaridade genética.
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ABSTRACT

The availability of cassava cultivars (Manihot esculenta Crantz) adapted
to the South region of the state of Minas Gerais with a good root yield can raise
attention of the farmers to this crop, both for human and animal consumption
and for utilization in the industry. Use of molecular DNA markers, aiming at the
characterization of cassava clones is quite promising for the characterization of
cassava clones intended for commercial plantings. In the present work by means
of the use of molecular markers of the type Microsatellites, using 13 primers for
amplification, it was possible to characterize 100 cassava clones, namely, 77
obtained by polycrossing in the year of 1998 in the Federal University of Lavras
and 23 cultivars already in use by farmers. The obtaining of the genetic material
fro DNA extraction was done from leaves of cassava clones of the UFLA
collection of accessions. The results point out that primer 13 presented higher
amplification of alleles. However, primers 7 and 11 did not amplify alleles for
none of the clones and bands. The dendrograms generated on the basis on the
amplified alleles demonstrated the existence of groups of genetically similar
clones and some inferences are done on the basis of the identification.

Keywords: Manihot esculenta. Cultivars. Genetic similarity.
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1 INTRODUCAO

A mandioca, espécie originalmente sul-americana, apresenta elevada
diversidade genética em decorréncia da facilidade de polinizagdo cruzada, alta
heterozigose e deiscéncia abrupta dos seus frutos. Tal caracteristica possibilita
que a mandioca seja amplamente cultivada no Brasil e no mundo para os mais
diferentes fins (CARVALHO; SCHAAL, 2001; FERREIRA et al., 2008),
estendendo desde a alimentagdo basica a uma série de produtos industriais
(TAKAHASHI; GONCALO, 2005).

Em Minas Gerais, o cultivo da mandioca vem despertando a atenc¢do dos
agricultores, tanto para o consumo humano e animal quanto para a utilizagdo na
industria. Nesse contexto, programas de melhoramento genético tornam-se
imprescindiveis para atender a essa crescente demanda regional.

No Brasil, a variabilidade genética de mandioca ¢ conservada em bancos
de germoplasma ou em cole¢des de acesso, distribuidos em todo o pais.
Contudo, para a utilizacdo eficiente desses recursos, ¢ importantissima a
caracterizagdo dessa diversidade genética através de estudos de efeitos diretos e
indiretos das caracteristicas agrondomicas nos programas de melhoramento
voltados a cultura (GOMES et al., 2007).

Entre as técnicas utilizadas para a estimativa da divergéncia genética,
destacam-se os marcadores moleculares e as de caracteres fenotipicos (VIEIRA
et al., 2007). Os marcadores moleculares permitem a avaliagdo, em curto prazo,
de um numero elevado de genoétipos, além de ndo sofrerem influéncia ambiental,
como ocorre com marcadores morfologicos (COSTA et al., 2003). Portanto, eles
tém sido utilizados freqiientemente na estimativa da diversidade genética entre
acessos de mandioca (COSTA et al., 2003; MUHLEN et al., 2000; VIEIRA et

al., 2008b). Entre os marcadores moleculares de DNA existentes, os
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microssatélites apresentam maior sensibilidade a variabilidade de locos do que
os detectados por RAPD ou AFLP (MUHLEN et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi identificar a variabilidade genética de 100
clones de mandioca existentes na colecdo de acessos UFLA, através de

microsatélites.
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2 MATERIAL E METODOS

Usando-se marcadores microssatélites, 100 clones de mandioca da
colecdo de acessos da UFLA (Tabela 1) foram caracterizados molecularmente.
Desses, 77 sdo novos clones, obtidos por policruzamento em 1998 na UFLA, e
23 sdo cultivares de uso ja ha varios anos. Dessas 23 cultivares sete ndo possuem
denominacdo especifica, sendo aqui designadas como “Desconhecidal”,

“Desconhecida2”, “Desconhecida3”, “Desconhecida4”, “Desconhecida5”,

“Desconhecida6” e “Desconhecida7”.

Tabela 1 Clones obtidos na UFLA e cultivares comerciais utilizadas na
determinacdo de similaridade genética em Lavras, MG, 2009. Clones
obtained at the UFLA and commercial cultivars utilized in

determining genetic similarity in Lavras, MG, 2009

Identificacéo Origem Nome
Vi LAVRAS/MG/BRASIL BAJTANA
V2 UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL UFLA7
V3 LAVRAS/MG/BRASIL CASCA ROXA
V4 UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL UFLAH
\'A UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL UFLA30
Vo6 UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL UFLA4
V7 UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL UFLAA48
V8 UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL UFLA42
V9 UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL UFLA90

V10 UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL UFLA2
Vil IAC/CAMPINAS/SP/BRASIL IAC576/60
V12 UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL UFLAG63
V13 UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL UFLA33
Vi4 UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL UFLA59
V15 UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL UFLAG
V16 UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL UFLA25
V17 LAVRAS/MG/BRASIL DESCONHECIDA7
V18 UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL UFLA9
V19 UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL UFLA19
V20 UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL UFLA41

“Tabela 1, continua”



“Tabela 1, conclusao”
V21
V22
V23
V24
V25
V26
V27
V28
V29
V30
V3l
V32
V33
V34
V35
V36
V37
V39
V40
V41
V42
V43
V44
V45
V46
v47
V48
V49
V50
V51
V52
V53
V54
V55
V56
V57
V58
V59
V60
Vol

“Tabela 1, continua”

LAVRAS/MG/BRASIL
IAC/CAMPINAS/SP/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL

LAVRAS/MG/BRASIL

LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
IAC/CAMPINAS/SP/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
IAC/CAMPINAS/SP/BRASIL

LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL

LAVRAS/MG/BRASIL
IAC/CAMPINAS/SP/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
IAC/CAMPINAS/SP/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL

LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
TIAC/CAMPINAS/SP/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL

LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL

LAVRAS/MG/BRASIL
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DESCONHECIDA2
FIBRA
UFLAE

UFLA47
DESCONHECIDA4
DESCONHECIDAG6

UFLA16

UFLA39

UFLA52

UFLA40

IAC15

UFLAS5

IAC13
SEIS MESES

UFLA76
DESCONHECIDAS

MOCOTO

UFLAL11

UFLAG65

UFLA18

UFLAG61

IAC12
UFLA23
UFLAS
JB

UFLA64

UFLAI13

UFLAS51

UFLAG60

IAC14

UFLA74

UFLA44

UFLA66

UFLA21

PINHEIRA

UFLA75

UFLA17

UFLA27

UFLA24

BAIANINHA



“Tabela 1, conclusao”
V62
V63
Vo4
V65
V66
V67
V68
V69
V70
V71
V72
V73
V74
V75
V76
V77
V78
V80
V81
V82
V83
V&4
V85
V86
V87
V88
V&9
V90
VIl
V92
V93
V94
V95
V96
V97
VI8
V99
V100

UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
PATOS D MINAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
IAC/CAMPINAS/SP/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
LAVRAS/MG/BRASIL
UFLA/LAVRAS/MG/BRASIL
LAVRAS/MG/BRASIL
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UFLA15
UFLAJ
UFLA45
UFLA31
AMARELINHA
UFLA49
UFLA12
UFLAS58
UFLA13
PAO-DA-CHINALI
UFLA71
UFLA36
UFLA69
UFLAS53
MANABOIU
UFLA28
UFLA77
UFLA10
UFLAS5
UFLA46
UFLAG60
UFLAG68
UFLA26
PAO-DA-CHINA2
UFLA32
UFLA20
UFLA72
UFLA29
OURO DO VALE
UFLAG62
UFLAG67
UFLAS56
UFLA1
DESCONHECIDA1
UFLA22
DESCONHECIDA3
UFLA38
BAIANA2
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As analises moleculares foram realizadas no Laboratério de Analise de
Sementes da UFLA. Coletaram-se, pelo periodo da manha, folhas do tergo
superior de plantas de cada acesso. As folhas foram maceradas na presenga de
nitrogénio liquido. Em seguida foram acondicionadas em recipientes plasticos e
armazenadas em freezer a -82°C.

Para a extracdo foram pesados 100mg do material macerado e
adicionado 800pul de tampdo de extracdo CTAB 2% com a seguinte composi¢ao:
46ml de H,0, 20ml de Tris HCI 1M pH 7,5, 28ml de NaCl 5M, 4ml de EDTA
0,5M pH 8,0, 2g CTAB ¢ 2ml de B mercaptoetanol. As amostras foram
colocadas em banho-maria a 65°C por 60 min e homogeneizadas a cada 10 min.
Resfriaram-se amostras em temperatura ambiente por aproximadamente 5 min e,
logo apds, foram adicionados 800ul de cloroférmio-alcool isoamilico na
proporg¢do de 24:1 e homogeneizados levemente durante 5 min para obtengdo de
uma emulsao, que posteriormente, foi centrifugada a 14000 rpm durante 10 min.

Transferiu-se o sobrenadante para outro micro-tubo e adicionou-se
800ul de cloroformio-alcool isoamilico repetindo-se as condigdes até a
centrifugacgdo a 14000 rpm.

O sobrenadante foi retirado, sendo adicionado isopropanol gelado na
propor¢ao de 1:1 para a precipitacdo dos acidos nucléicos. Os micro-tubos
ficaram incubados a 4°C durante 2 horas e posteriormente foram centrifugadas a
14000 rpm/10 min. O precipitado foi secado por cerca de 20 minutos e entdo
foram adicionados 50ul de TE + 2ul RNAse (10mg/ml), mantendo a
temperatura de 37°C durante 1 hora.

Por fim, o DNA foi precipitado com 100ul de etanol 95% e lavado com
o etanol 70%. Apds a eliminagdo do alcool etilico 70%, o precipitado foi secado
e, posteriormente, diluido com 5ul de TE e o DNA quantificado em fluorimetro

Hoeffer Scientific TKO100.
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2.1 Marcadores SSRs

Foram usados 13 primers da MWG BIOTECH AG. Para as reacdes de
PCR foram retirados 3ul de DNA na concentragdo de 10ng e acrescentados
4,8ul 4dgua ultra pura, 0,3ul de cada primer; 0,5ul de ANTP, 1ul tampao 10X e
0,1 ul da enzima Taq polimerase, em um volume total de 10ul. As amplifica¢des
foram realizadas no termociclador NJ RESEACH modelo PTC 200, em sete
ciclos diferentes.

Os produtos de amplificagdo foram separados em gel de poliacrilamida
por eletroforese a 100V por 2 horas. Para aplicag@o no gel, foi acrescentado ao
DNA amplificado 3pl de corante DAE e aliquotas de 13ul do material foram
aplicados. Com a mesma temperatura de anelamento para os 13 primers em
estudo, avaliou-se em gel de poliacrilamida os 100 clones de mandioca.

Para a revelacao dos géis utilizou-se 0 método de coloragdo com nitrato
de prata. Apds a eletroforese, as placas foram separadas e o gel foi imerso em 1
litro de solugdo fixadora (etanol 10%, acido acético 0,5% e 4gua destilada) e
mantido sob agitagdo lenta por 15 minutos. Em seguida o gel foi submerso em 1
litro de nitrato de prata (AgNO; 0,2%) sob agitagdo lenta por 15 minutos. O gel
foi lavado com agua destilada e posteriormente colocado em 1 litro de solugdo
de (NaOH 3%, formaldeido 0,5% e agua destilada) sob agitacdo lenta até a
completa visualizagdo das bandas.

As bandas dos géis de PCR foram computadas como presenca e
auséncia. Assim, foi montada uma matriz na qual a presenga de banda foi
representada por 1 e a auséncia por 0. As similaridades entre os clones foram
estimadas pelo método de Jaccard, conforme Afenas et al. (1991). Utilizando-se

o programa NTSYS-PC 2.1 foi gerado o dendrograma pelo método UPGMA.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Marcadores SSR gel de poliacrilamida

A seqiiéncia dos primers 7 e 11 ndo amplificaram alelos para nenhum

dos clones. O primer 13 foi o que apresentou maior polimorfismo.

3.2 Similaridade genética entre os clones

Os acessos de mandioca conservados no banco de germoplasma da
UFLA apresentaram alta diversidade genética. Os coeficientes de similaridade
de Jaccard variaram de 0 a 0,94. Pode-se observar a formagdo de grupos
homogéneos quando a similaridade média dentro dos grupos foi de até 0,55
(Figura 1). O estabelecimento de agrupamento com homogeneidade dentro dos
grupos genéticos pode ser o ponto inicial para uma avaliagdo mais minuciosa
dos acessos estudados, visando a maior eficiéncia nos programas de
melhoramento (VIEIRA et al, 2008a). Segundo esse mesmo autor, esse
resultado possibilita ao pesquisador amostrar tipos pertencentes a grupos
diferentes, que poderdo ser avaliados quanto aos caracteres fenotipicos de
interesse agronOmicos em ensaios mais elaborados, com delineamento

experimental e realizados em diferentes locais visando a sele¢do de cultivares.
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075 1m

Figura 1 Dendrograma da similaridade genética entre os 100 clones de mandioca
baseados em marcadores Microssatélites (SSRs). Dendogram of
genetic similarity among the 100 cassava clones based upon Micro
satellite markers (SSRs)

O material denominado “Desconhecida 2” ndo apresentou similaridade
com os demais acesso de mandioca. Tais caracteristicas potencializam sua
utilizacdo em programas de melhoramento genético dentre os acessos do banco
de germoplasma da UFLA. Por outro lado, as variedades “Fibra” e “UFLA18”, e
as variedades "UFLA23” e "UFLA74”, apresentaram 94% de similaridade.

As cultivares “Manaboiu” e “Desconhecida 2” e os novos clones

“UFLA26”, “UFLA38”, “UFLA30”, "UFLA63”, “UFLA21”, “UFLA48”,
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"UFLA46”, “UFLAS59” e "UFLA29” ndo se agruparam com nenhum outro
material. E pouco provéavel que haja relagio entre essa diferenca observada e a
origem geografica desses materiais, uma vez que, estudo semelhante,
envolvendo 27 clones de diferentes localidades da Regido Norte do Brasil,
verificou grande divergéncia entre materiais oriundos da mesma localidade
(COSTA et al., 2003).

A aptiddo das variedades comerciais analisadas também ¢ passivel de
inferéncia. Ao observar um baixo indice de similaridade (0,41) os materiais
voltados para a industria ndo se agrupam com materiais de mesa, a exemplo das
cultivares “IAC 576/70” (mesa) e “Fibra” (industria). Estudos descritivos com
marcadores moleculares em acessos de mandioca em diferentes bancos de
germoplasma, também tém evidenciado que materiais voltados para a industria
(mandioca brava) ndo se agrupam com materiais de mesa, a nivel de DNA

(MUHLEN et al., 2000; VIEIRA et al., 2008b).
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4 CONCLUSOES

Os marcadores microssatélites mostraram-se eficientes para determinar a
divergéncia genética entre clones de mandioca da colegdo de acesso da UFLA.

Determinadas seqiiéncias dos primers Forward/Reverse apresentaram-se
mais adequadas para a amplificagdo de alelos do que outras.

A aptiddo comercial das variedades apresentou relacio com a

similaridade verificada.
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