DESENVOLVIMENTO DE “INTER-RETROTRANSPOSON AMPLIFIED
POLYMORPHISM” PARA ANALISE DE DIVERSIDADE GENETICA EM

GERMOPLASMA DE MANDIOCA
ANA MARA OLIVEIRA DA SILVA'; GILVAN FERREIRA DA SILVA? MIGUEL COSTA DIAS?;
ATILA SOUZA*; CHARLES ROLAND CLEMENT®; NELCIMAR REIS SOUSA®

1. PPGBIOTEC-UFAM, MANAUS, AM, BRASIL; 2,3,6 EMBRAPA AMAZONIA OCIDENTAL; 4. MBT-UEA,
MANAUS, AM, BRASIL; 5. INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA

Resumo: A mandioca, Manihot esculenta Crantz, possui importancia econémica na maioria
dos paises tropicais e subtropicais. A variabilidade genética da espécie nao foi totalmente
explorada e novas informagdes podem ajudar a expandir seu uso. Os marcadores moleculares
baseados em retrotransposons, devido a sua abundancia no genoma, permitem uma eficiente
analise de diversidade genética. O IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism) €
baseado no polimorfismo entre retrotransposons, possui uma alta reprodutibilidade, elevado
nivel de polimorfismo e baixo custo. O objetivo deste trabalho foi desenvolver primers para
IRAP em mandioca. Qito diferentes retrotransposons do tipo LTR foram selecionados para o
desenvolvimento de IRAP e os primers baseados nestes elementos foram denominados de
ME_1 a ME_8. Foram analisados 21 individuos (12 de Anori/AM, 6 Anamd/AM e 3 da
Bahia) provenientes do banco de germoplasma de mandioca da Embrapa Amazoénia
Ocidental. O percentual de loci polimdrficos, heterozigosidade esperada (*h) e o indice de
Shannon (*) foram calculados usando o software PopGene 1.31. Dos oito primers
desenvolvidos, dois deles (ME_1 e ME_3) produziram poucas e fracas bandas. Os demais
primers produziram de 21 a 61 bandas com médias de 85% de polimorfismo (65,5 - 97), 0,33
de heterozigosidade (0,24 — 0,40) e 0,49 de indice de Shannon (0,35 — 0,57). Dos pares de
primers desenhados, ME_4 apresentou 0s menores valores e 0 ME_8 o0s maiores para todos 0s

parametros avaliados.
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Introducéo
A cultura da mandioca apresenta grande variabilidade genética, pois manteve ativa a
reproducdo sexual, embora por interferéncia humana tenha sido propagada vegetativamente,
resultando em cultivos policlonais (Silva et al., 2001). Devido a isso, uma populacdo em

mandioca € representada por muitas variedades locais cultivadas pelos agricultores, que



colaboram para o enriquecimento dos bancos de germoplasma. A caracterizacao e avaliagcdo
do germoplasma de mandioca tornam-se fundamentais para a utilizagdo mais eficiente da
colecdo, e uma das ferramentas para aumentar o poder de resolucdo da andlise da
variabilidade genética tem sido os marcadores moleculares. Os retrotransposons sdo comuns
em varios genomas. Ghadegesin et al. (2008) relataram a presenca de algumas familias de
elementos transponiveis em mandioca. Os marcadores com base em retrotransposons (IRAP -
Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism) s&o indicados devido as suas qualidades de
reprodutibilidade, polimorfismo abundante, facil visualizacdo em uma Gnica corrida em gel e
ampla cobertura do genoma. O objetivo deste trabalho foi desenvolver primers para IRAP em

mandioca.

Material e Métodos
As sequéncias de retrotransposons do tipo LTR (Long Terminal Repeat) foram

localizadas no banco gendmico de plantas Phytozome (http://www.phytozome.net/) e as LTR

foram identificadas com 0 auxilio do software LTR_FINDER
(http://tlife.fudan.edu.cn/ltr_finder/). Oito retrotransposons denominados de ME_1 a ME_8

foram selecionados e para cada um foi desenhado um par de primer a partir da sequéncia das

LTRs utilizando o software Primer3 v.0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/). A otimizacdo e

validacdo da técnica IRAP foi realizada com base em 21 plantas (12 de Anori/AM, 6
Anamd/AM e 3 do Estado da Bahia) do Banco de Germoplasma de Mandioca da Embrapa
Amazobnia Ocidental. A extracdo de DNA gendmico seguiu o método CTAB 2%, no
Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa. O volume final da reacdo foi de 20 uL
contendo 50 ng de DNA, tampéo 1X (20 mM Tris-HCI pH 8,55, 16 mM (NH,4),SO,, e 0,01%
Tween 20), 2 mM MgCl,, 0,5 uM de cada primer, 0,2 mM de dNTPs, e 1,5 U de GoTagq®
DNA Polymerase (Promega, USA). As condic¢des de amplificagdo foram: 1 ciclo a 92°C por 2
min; 40 ciclos de 92°C por 15 s; de 40 a 61°C (dependendo do primer) por 1 min; e 72°C por
2 min; e uma extensdo final de 72°C por 10 min. Os produtos amplificados foram separados
em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio e visualizados no transluminador
(Loccus Biotecnologia, BRA). O polimorfismo foi detectado pela presenca (1) ou auséncia (0)
do produto de PCR. O percentual de loci polimoérficos, heterozigosidade esperada (*h) e o
indice de informacdo de Shannon (* 1) foram calculados usando o software PopGene 1.31
(Yeh etal. 1999).
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Resultados e Discusséo

Dos primers desenhados, dois deles (ME_1 e ME_3) produziram seis bandas e devido
ao baixo nimero de amplicons, foram excluidos da analise. Os demais geraram de 21 a 61
bandas, com tamanho entre 100 e 12000 pb, com médias de 85% de polimorfismo (65,5% -
97%), 0,33 de heterozigosidade (0,24 — 0,40) e 0,49 de indice de Shannon (0,35 — 0,57). O
primer ME_4 apresentou 0os menores valores e 0 ME_8 0s maiores para todos os parametros
avaliados (Tabela 1). Guo et al. (2006) encontraram 86% de polimorfismo com primers IRAP
e REMAP em caquizeiros (Diospyros kaki Thunb), muito similar ao resultado encontrado
aqui. Branco et al. (2007) encontraram 96% de polimorfismo em arroz com combinacdes
entre quatro pares de primers IRAP e seis primers SSR. Em mandioca, Muhlen et al. (2000)
obtiveram 69,40% de polimorfismo por AFLP e 55,80% com RAPD ao avaliarem a
variabilidade genética de 54 etnovariedades, demonstrando que os marcadores IRAP foram
informativos.

O indice de Shannon variou com o tamanho da amostra, sendo que o ME_8 sofreu
menor efeito do tamanho da amostra. A amostra de Anori (n= 12) apresentou 0 mesmo grau
de informacdo que a amostra total, mostrando que estes primers sdo eficientes com poucas
plantas. A amostra da Bahia (n=3) apresentou menos informacdo, mas o ME_8 ainda
encontrou 80% da informacdo, confirmando sua eficiéncia. Tanto no indice de Shannon como
nas porcentagens de polimorfismo, houve influéncia do tamanho da amostra nas estimativas
(Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas dos loci IRAP amplificadas com cada par de primers em mandiocas mantidas no BAG

da Embrapa Amazonia Ocidental, Manaus, Amazonas. *N°. bandas — Ndmero de bandas polimérficas, *h —
diversidade genética de Nei, *I - Indice de informag8o de Shannon, % poli - porcentagem de loci polimérficos.

Primer  Tamanho (pb) Local No. plantas  *N°. bandas *h + DP *1 £ DP % poli
Anori 12 24 0,37 £0,15 0,54+0,19 92,3
ME_2 200 - 4000 Anama 6 18 0,28+ 0,20 0,41+0,29 69,2
Bahia 3 08 0,14+0,21 0,20+0,30 30,7
Total 21 50 0,38+0,15 0,55+0,20 92,3
Anori 12 17 0,22 +0,20 0,33+0,29 58,6
ME_4 100 - 5000 Anamd 6 14 0,20+ 0,22 0,29+0,31 48,3
Bahia 3 05 0,08 £0,17 0,11 £0,24 17,2
Total 21 36 0.24+0,20 0.35+0,29 65.5
Anori 12 17 0,26 +0,21 0,38+0,29 68
ME_5 150 - 4000 Anamd 6 16 0,25+0,21 0,37+0,30 64
Bahia 3 09 0,16 + 0,23 0,22+0,31 36

Total 21 42 0.29+0,20 0.42+0,28 76




Anori 12 18 025+0,18  0,38+0,26 75

ME_6 150 - 1800 Anami 6 09 0,13+0,18  0,20+0,27 375
Bahia 3 09 0,17+022  0,24+0,31 37,5
Total 21 36 0.26+0,17  0.40+0,23 83.3

Anori 12 13 022+020  0,33+0,28 62
ME_7 200 - 3000 Anami 6 15 0,26+0,19  0,39+0,27 714
Bahia 3 07 015+021  0,21+0,31 33,3

Total 21 35 0,26 £0,18  0,40+0,24 81
Anori 12 52 0,35+0,18  0,51+0,25 85,2

ME_8 100 - 12000 Anami 6 56 0,36+0,14  0,53+0,19 92

Bahia 3 44 0,32+£0,20  0,46+0,29 72

Total 21 152 040+£0,10 0,57 +0,14 97

Concluséo
O marcador IRAP mostrou-se eficiente para avaliar a diversidade genética do

germoplasma de mandioca da Embrapa Amazdnia Ocidental, considerando a excele

percentagem de polimorfismo observada.
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