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Introducéo — A crescen te demanda de produto res e melhoristas por mudas de ma ndioca faz com
que o fingerprint de variedades elites se torne obrigatério dentro de um programa de melhoramento
genético. A técnica do DNA fingerprint permite a identificagcdo correta dos materiais, asse gurando
assim, os direitos dos melhoristas em casos, por exemplo, de contestacao de idoneidade. Objetivos
— Selecionar um conjunto de primers com poder discriminatdrio par a uso no fingerprint de 22
variedades elites de mandioca perte ncentes ao Banco Ativo de Germoplasma de Mandioca (BAG —
Mandioca) da Embrap a Mandioca e Fruticult ura, assim como também otimizar o equipamento
Fragment Analyzer Automated CE System, de forma a aceleraro processo de obtencdo dos
mesmos. Material e Métodos — O DNA de folhas jovens de mandioca foi extraido seguin  do o
protocolo de Doyle & Doyle (1990). Para asr eacbes de PCR foram utilizados primers ISSR. As
reacOes de PCR foram realizadas com 2,5 yL de DNA 10 ng, 2,25 uL de primer ISSR (2 uM), 2,0 yL
de Tag DNA Polimerase 0,5 U, 1,5 uL de MgCl, 25 mM, 1,2 yL de dNTP 2,5 Mm, 1,5 uL de Tris KCI
1 x, e 4,05 uL de agua Mili-Q em um volume final de 15 pL. As reagdes de PCR foram a mplificadas
em termociclador Veritti (Applied Biosystems) com os seguintes ciclos: 94 °C por 3 minutos seguidos
de 39 ciclos de 94 °C por 45 segundos, temperatura de an elamento especifica de cada primer por
45 segundos, 72 °C por 1 minuto, e uma extensao final pela polimerase de 72 °C por 7 minutos. A
eletroforese dos fragmentos amplificado s foi realizada no equipamento Fragment Analyzer
Automated CE System (Advanced Analytical) por meio de eletrofor ese capilar. A caracterizagao
molecular (DNA fingerprint) foi tabulada em planilha de da dos. Os perfis dos marcadores ISSR de
cada gendtipo foram obtidos somente pela presenca (1) e auséncia (0) de bandas de alta densidade.
Foram analisados os v alores de | b (Informativeness of a band), RP (poder de resolucdo de  um
primer), e confundimento - ¢ = [ x* + (1 — x)?] ™. Resultados — Onze primers tiveram seus Ib e Rp
calculados, entretanto, com base nos valores de Rp, somente os primers ISSR 29, 79, 77 e 37 foram
utilizados nos calculos do fingerprint por apresentarem os maiores valores. Com base nos calculos,
a probabilidade de se pegar dois acessos de sse grupo e possuirem o mesmo b andeamento, por
exemplo, somente usando o primer ISSR-29, ou probabilidade de confundimento, é baixa (c = 8.09 x
10"y comD=1- ¢, =99%- certeza de que dois individuos selecionados aleatoriamente séo
diferentes se somente o primer ISSR-29 for utilizado. Isso demonstra que os primers selecionados
com base nos valores de Rp, sdo capazes de serem usados quando se quer investigar a identidade
de um material externo, contra esse grupo de i ndividuos e, portanto, servirem de primers com alto
poder discriminatorio para uso na técnicado DNA fingerprint de variedades elit es de mandioca.
Quando se usam dois primers, o poder deles se multiplica, a cada inclusdo de um novo primer.
Conclusbes — Os primers selecionados por apresentarem os maiores valores de Rp nesse estudo,
poderao ser usados no fingerprint de variedades elites do programa de melhoramento genético de
mandioca da Embrapa Mandioca e Fruticultura.
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