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Tematica: Melhoramento genético e biotecnologia
Resumo

A crescente demanda por mudas de mandioca portpredie melhoristas de todo o
mundo, faz com que €ingerprinting de variedades elite se torne obrigatério dentro do
programa de melhoramento de mandioca. A técnicaDtA fingerprint permite a
identificacdo correta dos materiais, asseguransiona®s direitos dos melhoristas em casos,
por exemplo, de contestacdo de idoneidade. O peetafalho teve-se como objetivo criar
uma base de dados fiegerprint de 21 variedades elite de mandioca pertencent8aaco
de Germoplasma (BAG)-Mandioca da Embrapa Mandiocargicultura, assim como
também otimizar o equipamenteragment Analyzer Automated CE System, de forma a
acelerar o processo de obtencdo dos mesmos. Dewidmandioca se propagar
vegetativamente, essa atividade se torna ainda ma®rtante em se tratando da
identificagdo correta de materiais para uso entipkan

Palavras Chave: Marcador molecular, caracterizacdo, identidade.
Introducao

A mandioca,Manihot esculenta Crantz, pertence a familia das Euphorbiaceaes.
Originaria da América Latina, € uma espécie queyiagande importancia social, pois suas
raizes sao fontes de carboidratos e as folhas eitaproteinas, muito utilizadas em varios
paises na alimentacdo humana e animal, e tambémagaoducio de amido. E uma espécie
de porte arbustivo, dicotiledénea, mondica, alégajua se reproduz vegetativamente e que €
produzida em todo o territério brasileiro, possoiadsim, diversas homenclaturas a depender
da regido. Devido a esse fato, se faz necess#tentficacdo correta dos genotipos por meio
da técnica do DNA Fingerprint, para assegurar ositds dos melhoristas em casos de
contestacédo de idoneidade.

Em um Banco Ativo de Germoplasma, cadasso possui uma sequéncia de
nucleotideos que compde o seu DNA. A identificacissas diferengas por meio dos
polimorfismos obtidos, a partir de marcadores mdbres, revela um padrdo Unico, uma
impressao digital genética, denominadaFdegerprint (Borém, 2001.). A técnica do DNA
fingerprint consiste na identificacdo de um genétipo em pdatic utilizando marcadores
moleculares confiaveis, que permitem identificafticares e linhagens melhoradas de
plantas. Dentre os marcadores moleculares utilza@stdo os ISSR-Inter Simple Sequence
Repeats.

Os marcadores do tipo ISSR sdo domasanindo diferenciam individuos
homozigoticos dos heterozigéticos, porém analisarios locos em uma reacdo. Sao
baseados no método nos microssatélites (Precze2®tE), onde os primers sdo formados a
partir das proprias sequencias das repeticdesretarta

Portanto, teve-se o objetivo de desemroFingerprints de DNA por meio da
utilizacdo dos marcadores ISSR, a fim de fornecer aonjunto de marcas capazes de
identificar da melhor forma, um individuo em questdor meio de calculos de RP (poder de
resolucdo de um primer), Ib (Informativeness oframer) e calculo da probabilidade de
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confundimento (c) (Dallas, 1988, Prevost & Wilkinsd999, Torre & Escandon, 2006). Com
isso, espera-se garantir a identidade das variedditles de mandioca pertencentes ao BAG-
Mandioca da Embrapa Mandioca e Fruticultura, e &ambtimizar o equipamenteragment
Analyzer de forma a acelerar o processo da obtencao derfirig via marcadores ISSR.

Material e Métodos

Para a obtengéo ddihgerprints das variedades elites de mandioca, foi utilizado o
DNA de folhas jovens dos acessos (variedades qli#eencentes ao BAG-Mandioca da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, apresentadosabal@ 1.
Tabela 1. Acessos do BAG-Mandioca utilizados palsgencdo dodingerprintings das
variedades elite de mandioca.

Variedades elite Variedades elite
1. Aipim Brasil 12. BRS Poti Branca
2. Amansa Burro 13. BRS Prata
3. BRS Aramaris 14. BRS Rosada
4. BRS Caipira 15. BRS Tapiogueira
5. BRS Dourada 16. BRS Verdinha
6. BRS Formosa 17. BRS Mani Branca
7. BRS Gema de Ovo 18. Pretinha
8. BRS Guaira 19. Amarelo |
9. BRS Jari 20. Amarelo 11
10. BRS Jarina 21. BRS Mulatinha
11. BRS Kiriris

O DNA foi extraido seguindo o protocolo de DoyleD&yle (1990). Para as reacdes
de PCR foram utilizadgzrimers ISSR apresentados na Tabela 2.

Tabela 2Primers ISSR testados em equipamémtmment Analyzer para obtencéo dos
fingerprintings das variedades elite de mandioca.

Nome do primer | Ta (°C) | Nome do primer | Ta (°C) | Nomalo primer | Ta (°C)
ISSR 29 48 ISSR 31 58 ISSR 82 55
ISSR 50 48 ISSR 35 58 ISSR 84 55
ISSR92 48 ISSR 37 58 ISSR 93 55
ISSR 101 48 ISSR 39 58 ISSR 53 45
ISSR 32 48 ISSR 41 58 ISSR 68 45
ISSR34 48 ISSR 42 58 ISSR 1 50
ISSR58 48 ISSR 79 58 ISSR 4 50
ISSR 76 48 ISSR 06 55 ISSR 16 50
ISSR 30 48 ISSR 07 55 ISSR 17 50
ISSR 40 48 ISSR 27 55 ISSR 77 45
ISSSR 97 48 ISSR 33 55 ISSR 95 45

Foram testados no total de 33 primers ISSR (Tabglem todas as 21 variedades
elite de mandioca.

Paras os marcadores ISSR, as reacdes de PCR feafimadas com 2,5ul de DNA,
2,25 ul de primer ISSR, 2,0 ul de Tag DNA PolimerasU, 1,5 pl de MgCI2 25mM, 1,2 ul
de dNTP 2,5Mm, 1,5 pl de Tris KCI 1x, e 4,05 plédria Mili-Q em um volume final de 15
pl. As reacdes de PCR foram amplificadas em tewmfamtor Veritti (Applied Biosystems)
com o0s seguintes ciclos: 94°C por 3 minutos segui@o39 ciclos de 94°C por 45 segundos,
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temperatura de anelamento especifica de cada pponet5 segundos, 72°C por 1 minuto, e
uma extenséo final pela polimerase de 72°C pornttos. A eletroforese dos fragmentos
amplificados foi realizada no equipamenfmagment Analyzer Automated CE System
(Advanced Analytical) por meio de eletroforese capilar. A caracterigag#lecular (DNA
fingerprint) foi tabulada em planilha de dados. Os perfis o@scadores ISSR de cada
genotipo foram obtidos somente pela presencadliyéncia (0) de bandas de alta densidade.

Resultados e Discussao

O perfil eletroforético dos primers ISSR-29, 509201, encontra-se na Figura 1.

Figura 1.Perfil eletroforético obtido em equipameificagment Analyzer dos primers A ISSR
29, ISSR 50, ISSR 92 e ISSR 101.

A partir dos resultados obtidos foi izada a analise dos dados para a identificagéo do
fingerprint das variedades obtendo-se os valoredtde informativeness of aband: 1b =1 —
(21]0.5 - p|), onde p = proporcao dos individuas contem a bandegsolution power of a
primer: Rp =YIb e coeficiente de confundimento: ¢ £ jx (1 — xf] ™ onde x = proporcéo
média dos fragmentos compartilhados entre os mesultivares e n = nimero medio de
fragmentos presentes em um cultivar. C = a piibbatle de se pegar dois individuos
aleatoremente desse grupo em estudo e terem o npeshdm de bandas. De forma contraria,
D = 1- ¢ = probabilidade de se pegar dois individateatoriamente e terem bandeamento
diferente.

Onze primers tiveram seus Ib e Rp calculados (@aBglentretanto, com base nos
valores de Rp, somente os primers ISSR29, 79, B7 ¢€negrito) foram utilizados nos
calculos ddinterprint por apresentarem os maiores valores.

Tabela 2: Primer, total de locos polimérficos, ggras identificados, c=probabilidade de
pegar dois gendtipos aleatoriamente e eles teramesmo padrdo de bandeamento, D
probabilidade de pegar dois genotipos aleatoriagnepiossuirem bandeamento diferente.

PRIMER TLP Gl RP C=probabilidade de D=probabilidade de dois individuos pegps
confundimento ao acaso possuirem bandeamento difergnte
c=pé+ (1 —xf™ (b=1-C)

ISSR-29 42 21 14.24 8.09 x 10 0.99
ISSR-50 32 21 8.0 4x7T0 0.99
ISSR-92 21 21 7.2 1.5 x 10- 0.99
ISSR-34 18 21 8.0 9.56 x 10 0.99
ISSR-79 30 21 9.26 1.43x 10 0.99
ISSR-77 22 21 | 8.28 4.88 x 10 0.99
ISSR-37 31 21 8.0 5.8 x 16 0.99
ISSR-31 - - 2.6 - -
ISSR-82 - - 2.3 - -
ISSR-53 - - 4.8 - -
ISSR-6 - - 5.0
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Com base nos célculos, a probabilidade de se mhgjaracessos desse grupo e
possuirem 0 mesmo bandeamento, por exemplo, somsaelo o primer ISSR-29, é baixa
(c = 8.09 x 10") com D = 99% - certeza de que dois individuos d&erentes. Isso
demonstra que os primers selecionados com basealm®s de Rp sdo capazes de serem
usados quando se quer investigar a identidade dmaterial externo — contra esse grupo de
individuos e portanto, servirem de primers com pétder discriminatério para uso na técnica
do DNAfingerprint de variedades elites de mandioca.

Quando se usam dois primers, o poder deles seplimdtiassim como trés ou quatro,
como pode ser visto na Tabela 3.

Conclusao

Os primers selecionados por apresentarem os marateses de Rp nesse estudo,
poderdo ser usados no fingerprint de variedadésseéim programas de melhoramento
genético de mandioca.
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