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Resumo: A caracterizagdo morfo-agrondmica de acessos de mandioca pertencentes ao BAG da
Embrapa Amazonia Oriental identificou materiais fenotipicamente semelhantes, apesar de coletados
em locais diferentes. Dessa forma, realizou-se a genotipagem por meio de marcadores microssatélites
para confirmar se os materiais eram realmente duplicatas. Apesar de a analise ter sido realizada em gel
de agarose, foi possivel identificar pares de acessos que ndo correspondiam a duplicatas, mesmo
possuindo caracteres morfo-agronémicos em comum. Isso indica que a genotipagem por marcadores
microssatélites deve ser usada como complemento na caracterizacdo de acessos e identificacdo de
duplicatas no BAG de mandioca. Além disso, as dissimilaridades genéticas variaram de 0 a 1,
indicando uma que 0 BAG de mandioca contém uma ampla variabilidade genética.
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Introducéo

O Banco de Germoplasma de Mandioca (Manihot esculenta Crantz) da Embrapa Amazonia
Oriental representa a base do programa de melhoramento genético para o Estado do Para, pois € a
partir das avaliacbes dos materiais nele contidos que se selecionam materiais para testes mais
avancados. A base do BAG da Instituicdo é composta por materiais coletados em propriedades de
agricultores familiares, principalmente no Pard. Atualmente 0 BAG conta com 465 acessos, que Sao
avaliados quanto a descritores morfo-agrondmicos previamente estabelecidos (FUKUDA &
GUEVARA, 1998). A partir dessa caracterizacdo, vem-se verificando que alguns acessos, inclusive
com denominagOes diferentes e coletados em diferentes locais, s&o morfo-agronomicamente

semelhantes, podendo se constituir em duplicatas.
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A principal forma de se identificar duplicatas é pela genotipagem molecular, ja que 0s
marcadores moleculares representam porcéo do genoma que ndo sofre influéncia ambiental e podem
gerar um fingerprint do acesso. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi genotipar molecularmente
acessos de mandioca identificados como morfo-agronomicamente semelhantes usando marcadores

microssatélites.

Material e Métodos
Foram selecionados 40 acessos do Banco de Germoplasma de Mandioca da Embrapa Amazonia

Oriental, dos quais 43 pares de acessos apresentavam semelhanca morfo-agrondmica (Tabela 1).

Tabela 1 Grupos de acessos do BAG de mandioca da Embrapa Amazonia Oriental que sdo considerados semelhantes
morfo-agronomicamente.

1(CPATU162) e
02 (CPATU 021)

11 (CPATU 146),
12 (CPATU 108)

18 (CPATU 193),
19 (CPATU 397) e
20 (CPATU 029)

27 (CPATU 255) e
28 (CPATU 143)

35 (semid) e
36 (CPATU 357)

03 (CPATU 019)
04 (CPATU 183)

13 (CPATU 160) e
14 (CPATU 160)

21 (CPATU 33),

22 (CPATU 317),
23 (CPATU 83) e
24 (CPATU 305)

29 (CPATU 269) e
30 (CPATU 176)

37 (CPATU 458) e
38 (CPATU 124)

05 (CPATU 023),
06 (CPATU 147),
07 (CPATU 122),
08 (CPATU 177),

15 (CPATU 57),
16 (CPATU 09) e
17 (CPATU 366)

25 (CPATU 339) e
26 (CPATU 340)

31 (CPATU 261),
32 (CPATU 459),
33 (CPATU 285) e
34 (CPATU 457)

39 (CPATU 404)
40 (CPATU 13)

09 (CPATU 376) e
10 (CPATU 448)

A extragdo de DNA seguiu o protocolo de DOYLE & DOYLE (1990), com modificagdes. O
DNA foi quantificado em gel de agarose a 1% usando DNA lambda em diferentes concentracGes como
padrdo. Na amplificacdo do DNA, foram utilizados 09 primers de microssatélites de mandioca
(SSRY82, SSRY21, SSRY09, SSRY59, SSRY110, SSRY106, SSRY12, SSRY101 e SSRY102)
desenvolvidos por MBA et al. (2001). As reacdes de PCR foram preparadas para volume final de 20
ul, contendo 30 ng de DNA genémico, 1mM de cada um dos desoxirribonucleotideos trifosfatos
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,1 uM de cada par de primer (forward e reverse), 10 mg.ml™* de BSA

(bovine serum albumin), 0,6 unidades da enzima Taq polimerase e tampao de reacdo contendo MgCl,
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fornecido pelo fabricante da enzima. Os produtos da reacdo foram aplicados em gel de agarose a 3%
corado com brometo de etideo e corridos em eletroforese horizontal a 80v por 1 hora e 40 minutos. Os
géis foram visualizados em transiluminador de luz ultra-violeta e as imagens foram armazenadas
digitalmente. Foi realizada a interpretacdo visual dos geéis, onde cada primer representou um loco e
cada banda com diferente padrdo de migracdo nos géis foi considerada um alelo. As andlises foram
realizadas no programa Genes (CRUZ, 2001) considerando o indice para marcadores co-
dominantes/multialélicos para obtencdo das similaridades. O complemento d = 1-c, correspondente a
dissimilaridade genética, foi obtido para gerar o dendrograma pelo método UPGMA.

Resultados e Discussao

Dos nove primers avaliados, sete apresentaram polimorfismo (SSRY 82, SSRY 21, SSRY 09,
SSRY 59, SSRY 106, SSRY 12 e SSRY 101) e os outros dois foram monomorficos (SSRY 110 e
SSRY 102) na corrida em agarose a 3%. Os sete marcadores polimdrficos amplificaram um total de 36
alelos, resultando em uma média de 5,14 alelos por loco. Constatou-se uma variacdo de 3 (SSRY 106)
a7 (SSRY 82, SSRY 09 e SSRY 59) alelos por primer.

Apesar de a analise ter sido realizada em gel de agarose, foi possivel identificar acessos que ndo
correspondem a duplicatas. Dos 43 pares de acessos identificados como possiveis duplicatas (dados
ndo mostrados), pode-se afirmar que os pares de acessos 3e 4; 11 e 12; 15e 16;15e 17; 16 e 17; 29 e
30;31e32;31e33;31e34;32e33; 32 e 34; e 37 e 38 (12 pares) ndo sdo duplicatas. Assim, mostra-
se que acessos morfo-agronomicamente semelhantes possuem diferenciacdo genética. A
dissimilaridade genética entre os materiais 37 e 38, por exemplo, que correspondem aos acessos
CPATU 458 e 124 e possuem mesma sinonimia (Tumase), foi 0,45. O coeficiente de dissimilaridade
usado para calcular a distancia genética entre as 40 variedades de mandioca variou entre de 0 a 1,
mostrando grande variabilidade genética em uma pequena amostra do BAG de mandioca da Embrapa
Amazonia Oriental. O dendrograma (Figura 1) mostra que acessos foram considerados idénticos
(dissimilaridade igual a 0). Como a andlise foi feita em corrida em gel de agarose, ndo é possivel
confirmar se esses acessos sao realmente duplicatas.

Houve acessos que ndo compartilharam alelos em nenhum dos primers avaliados. Os acessos 25
e 26, que foram considerados idénticos foram totalmente divergentes dos acessos 21 a 24, também
considerados idénticos (Figura 1). Os acessos 21 a 24 também foram totalmente divergentes ao acesso

32, e 0 acesso 11 ndo compartilhou alelos com os acessos 1, 2 e 30. Isso mostra a grande variagao
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genetica dos materiais avaliados.
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Figura 2 Dendrograma obtido pelo método UPGMA com as dissimilaridades genéticas entre 40 acessos de mandioca
genotipados com marcadores microssatélites para verificar possiveis duplicatas.

Conclusoes
Pela analise com marcadores microssatélites em pares de acessos de mandioca considerados
semelhantes, pode-se dizer que a avaliagdo morfo-agrondmica ndo € suficiente para determinar

duplicatas, ja que foi possivel diferenciar acessos considerados semelhantes pela analise molecular.

Referéncias Bibliogréaficas

CRUZ, C.D. Programa Genes: aplicativo computacional em genética e estatistica. Vicosa, MG:
UFV, 2001. 648p.

DOYLE, J.J; DOYLE, J.L. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus, v.12, p. 13-15, 1990.

FUKUDA, W.M.G.; GUEVARA, C.L. Descritores morfologicos e agronémicos para a
caracterizacao de mandioca (Manihot esculenta Crantz). Cruz das Almas: CNPMF, 1998. 38p.

MBA, R.E.C et al. Simple sequence repeats (SSR) markers survey of the cassava (Manihot esculenta
Crantz) genome: towards an SSR-based molecular genetic map. Theoretical and Applied Genetics,
v.102, p.21-31, 2001.



