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Resumo: As mandiocas silvestres exercem um papel inquestionavel por serem
considerados reservatorios de alelos competitivos e de interesse para uso dos
melhoristas. O presente trabalho teve por objetivo dar inicio a caracterizacdo molecular
de 33 acessos de espécies silvestres de Manihot com o intuito de avaliar a variabilidade
genética para ser explorada dentro do programa de melhoramento genético de mandioca
da Embrapa Mandioca e Fruticultura. O DNA foi extraido dos acessos e serd utilizado
na etapa seguinte de caracterizacdo molecular. Os dados obtidos serdo analisados e
submetidos a analise multivariada de agrupamento a partir da matriz do indice de
dissimilaridade de Jaccard. A susceptibilidade ou incapacidade genética da mandioca s
pode ser evitada com a variabilidade, na qual a mesma depende dos recursos genéticos.
As espécies silvestres de Manihot sdo pouco estudadas e este trabalho servird de base
para o delineamento das estratégias de cruzamentos pelos melhoristas com o intuito de
transferir genes de interesse para as espécies cultivadas.

Palavras — chaves: variabilidade genética, mandioca, melhoramento genético.

Introducéo
A cultura da mandioca constitui a base alimentar de cerca de 600 milhdes de
pessoas no Mundo (FAO 2012). E a Unica espécie do género Manihot cultivada

comercialmente para producdo de raizes comestiveis (Fukuda 2006).



D

ll (UNGRESSO BRASII_EIRD DE

Gene |cos

= 24 A 28 DE SETEMBRO DE 2012 BELEM-PA =

O melhoramento genético de plantas esta fundamentado na ampliacdo da
variabilidade genética existente por meio de cruzamentos controlados (obtencdo de
populacbes segregantes), selecdo artificial e avaliacdo dos gendtipos selecionados em
diferentes ambientes. A variabilidade genética € de fundamental importancia para que a
selecdo seja efetiva e desta maneira, otimizar o ganho genético. Neste sentido, a criagdo
e manutencdo de um banco de germoplasma é uma excelente fonte de variabilidade
genética para um programa de melhoramento. Entretanto, para que esta variabilidade
seja utilizada com frequéncia e com eficiéncia, € necessario que o melhorista conheca
profundamente o germoplasma disponivel. Espécies silvestres do género Manihot,
embora pouco estudadas, sdo importantes reservatorios de alelos de interesse a serem
transferidos para espécies cultivadas, visando o desenvolvimento de variedades
melhoradas que sejam mais resistentes a fatores bidticos e abioticos e que expressem
maior produtividade (Nassar, 2006).

Bancos de germoplasma tém como finalidade principal preservar a variabilidade
genética; seja de espécies silvestres ou cultivadas. A caracterizacdo ¢ um ponto de
partida para o conhecimento da variabilidade sendo indispensavel para 0 manejo de
colecBes de germoplasma, ja que visa a obtencdo de dados para descrever, identificar e
diferenciar acessos dentro de espécies, classes ou categorias, utilizando para isso
descritores adequados (Querol, 1988; Vicente et al., 2005). Sendo assim, este trabalho
tem como objetivo dar inicio a estimativa da variabilidade genética por meio de
marcadores moleculares, visando sua utilizacdo em programas de pré — melhoramento
genético como producdo de hibridos interespecificos entre espécies silvestres e

variedade elites de mandioca.

Material e Métodos

Foi extraido DNA de folhas jovens de 33 acessos de espécies silvestres de
Manihot,a citar: M. Dichotoma, M. Irwiin, M. Geniphoides, M.Pentafila, M.
Pseudoglaziovii, M. Caerulensces, M. Cecropiafolia e M. Compositifolia, utilizando a
metodologia proposta por Doyle & Doyle (1990). Posteriormente, 0 DNA extraido foi
guantificado e a sua qualidade avaliada em agarose 0.8%. O mesmo foi visualizado em
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transiluminador e o gel de agarose fotografado com o sistema Vilber Lourmat de
fotodocumentacdo. Serdo realizadas reacGes de amplificacdo via marcadores RAPD e
ISSR, que serdo conduzidas de acordo com o protocolo descrito por Williams et al.
(1990). As reaces serdao completadas em volume final de 15uL contendo os seguintes
reagentes: Cl 50 mM, Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), MgCI2 2,4 mM, 100 uM de cada
dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 0,2 uM do primer (Operon Technologies, Alameda,
CA, EUA), 25 ng do DNA e uma unidade de Taq polymerase (Biosystems). As
amplificacdes serdo realizadas em termociclador PCR System 9600 Thermocycler com
0 seguinte programa de amplificacdo: uma etapa inicial de desnaturacdo do DNA a 95°
C por 1 min., seguido de 45 ciclos, cada um consistindo de: desnaturacdo a 94° C por 1
min.; pareamento do primer a 35° C por 1 min. (para os ISSR, a depender da Ta de cada
primer) e extensdo do fragmento de DNA pela Taq polimerase a 72° C por 2 min. Para
analise dos dados serd aplicado o indice de dissimilaridade de Jaccard que visa
comparar a auséncia (0) e/ou presenca (1) de um determinado carater.

Resultados e Discussao
Para caracterizagdo molecular o DNA foi extraido de 33 acessos de especies

silvestres de Manihot. O DNA foi quantificado (Figura 1), e analisada sua concentracao,

para posterior diluicdo e inicio das amplificacdes utilizando marcadores moleculares.

Lve--SRID-BES

MIM23 4 56 7 8 9 10 11 12 13

Figura 1. Gel de agarose 0.8% para verificacdo da
qualidade e quantidade de DNA. M1 e M2
representam respectivamente marcadores de 50 e
100 pares de bases. As amostras 3 a 13 representam
0s acessos de espécies silvestres do banco de
germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura.
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Para um estudo relativo de variabilidade genética dos acessos de Manihot sp. da
colecdo da Embrapa via marcadores moleculares, os dados serdo analisados apds a
amplificacdo, onde espera-se determinar a variabilidade genética presente nos acessos
avaliados de forma que estes possam ser utilizados em programas de hibridagdo visando
gerar hibridos melhorados entre espécies silvestres superiores e cultivares de mandioca
de interesse; sendo estes tolerantes/resistentes a fatores abioticos e bioticos, para serem

incorporados ao programa de melhoramento genético de mandioca.

Conclusodes

O protocolo de Doyle e Dolye (1990) foi eficiente para extrair amostras de DNA
de Manihot sp. e dar inicio aos estudos moleculares da variabilidade de mandiocas
silvestres para uso no pre-melhoramento de mandioca da Embrapa Mandioca e

Fruticultura.
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