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Introducao

A mandioca ¢ uma das culturas de maior consumo alimentar em todo Brasil. O pais
¢ o terceiro maior produtor mundial de mandioca, cuja producdo em 2011 foi de
aproximadamente 25 milhdes de toneladas cultivada em 1,7 milhdes de ha (FAOSTAT,
2013). No Brasil, a regido Nordeste se destaca entre as demais, com produgdo em torno de 8
milhGes de toneladas (IBGE, 2013). Além do seu uso na inddstria do amido e produgdo de
farinha, a mandioca também ¢é apreciada como fonte de carboidratos, com grande
variabilidade genética para a concentragdo dos nutrientes em suas raizes.

Dentre esses nutrientes, os carotenoides, principalmente o beta-caroteno, sdo
especialmente importantes por servirem como precursores da vitamina A. O teor desse
componente pode variar de 4 a 10 pg/g de raiz fresca em algumas raizes de coloragéo
creme/amarela pertencentes a acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Mandioca
(BAG-Mandioca) da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Portanto, o objetivo do trabalho foi
avaliar a variabilidade genética entre acessos de mandioca contrastantes para coloragdo de
raizes amarela e brancas, teores de matéria seca, produtividade e resisténcia a pragas por
meio de marcadores SSR (Simple Sequence Repeats) para uso no melhoramento genético
que visa ao desenvolvimento de raizes de mandioca com altos teores de beta-caroteno, bem
como averiguar a capacidade desses marcadores de separar os gen6tipos em grupos com

base nos teores de beta-caroteno.
Material e métodos
Material genético

Foram avaliados 20 acessos de mandioca contrastantes para raizes com coloragio

amarela e brancas, teores de matéria seca, produtividade e resisténcia a pragas e doengas,
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pertencentes ao BAG-Mandioca da Embrapa Mandioca e Fruticultura, a citar: a) raizes
amarelas: BGMO0878, BGM1456, BGM1140, BGMO0991, BGM0949, BGMO0061,
BGM1711, BGM1705, BGM1704, BGM0893; e b) raizes brancas: BGM 1735, BGMO0587,
BGMO0021, Formosa, Kiriris, Fécula Branca, Verdinha, 9655-02, 98150-06 ¢ BGM 1660.
Extragdo e amplificacio de DNA

Foram coletadas folhas jovens de mandioca e a extracdo de DNA foi realizada
segundo o protocolo descrito por Doyle e Doyle (1990), com algumas modifica¢des. Para
verificagdo da qualidade e quantidade do DNA extraido, um total de 3ul do DNA foi
aplicado em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etideo e submetido a eletroforese.
A quantidade de DNA foi avaliada por analise comparativa com um DNA de concentragdo
conhecida. Apds a quantificagdo, a concentragdo das amostras foi ajustada para 2,5 ng.uL™!
por meio da dilui¢do destas em tampao TE (Tris-EDTA), a fim de realizar as reacdes de
PCR.

Amplificacdo de DNA

As amplificagdes seguiram a metodologia do protocolo descrito por Williams et al.
(1990). Um total de 18 primers SSRs foram testados (5 monomorficos e 13 polimorficos).
Os 13 primers polimorficos foram utilizados em reacdes de PCR contendo os seguintes
reagentes: 10 ng de DNA, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 uM de cada dNTPs, 0,2uM de cada primer
(FeR)e 1,0 U de Tag em tampaol0x (Biosystems) em volume final de 15 pL.

Os seguintes ciclos foram utilizados para a amplificacdo em termociclador
MyCycler Thermocycler (BioRad): 94 °C por trés minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C por
um minuto, X°C (dependendo da Ta de cada primer: 45 a 55° C) por 45 segundos e 72°C por
um minuto, com uma extensdo final de 72 °C por 7 minutos. Os fragmentos amplificados
foram revelados em gel de agarose 3% (p/v), durante 4 horas. Utilizou-se padrao de peso
molecular de 50 pb para analise dos fragmentos. O gel foi corado com brometo de etidio
(0,5 mg.mL™"), visualizado em transiluminador com luz UV (UVITEC, Modelo SXT 40 M)
e fotografado em sistema fotodocumentagdo (Vilber Lourmat).

Analise fenética

A diversidade genética dos gendtipos foi determinada por meio do indice de alelos
compartilhados utilizando-se o tamanho em pb dos alelos e o software POWERMARKER

(Liu e Muse, 2005). O dendrograma foi obtido utilizando-se a andlise de agrupamento pelo
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método Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean (UPGMA) e o software
package do programa STATISTICA (Statistica, 2002).

Resultados e discussiao

Um exemplo do perfil eletroforético dos gendtipos de mandioca em gel de agarose
utilizando-se o marcador SSRY 103 ¢é apresentado na Figura 1. No geral observou-se boa
visualizac¢do dos fragmentos em géis de agarose.

De acordo com os valores de PIC, os primers com maior poder informativo foram o
SSRY 106, SSRY34, SSRY168, EME189 ¢ SSRY103, com valores de PIC de 0,53, 0,57,
0,61, 0,65 e 0,72, respectivamente.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura - 1: Perfil eletroforético de 20 gendtipos de mandioca contrastantes para coloragdo de raizes (amarela e
brancas), teores de matéria seca, produtividade e resisténcia a pragas (1-20) utilizando o marcador SSRY 103. M
= marcador de 50 pb — ladder (Invitrogen). Seta — padrdo de bandeamento.

No total foram identificados 44 alelos, que entdo foram utilizados para gerar o
dendrograma (Figura 2).
A maior distdncia genética entre os 20 gendtipos analisados foi de 0,81 entre os

acessos BGM0893 e BGM0949 e a menor, 0,19 entre os genétipos BGM1711 e BGM1705.
De modo geral, ndo foi observada associagdo entre cor de raizes e distancia genética,
considerando que os gendtipos mais contrastantes possuem a mesma cor de raizes (branca).
Estas observagdes indicam a necessidade de analisar um numero maior de locos de
microssatélites para que sejam observadas correlagdes mais fortes entre as marcas € o teor

de carotenoides.



\

Inovacdo e sustentabilidade:
da raiz ao amido

GRASIERO DE 21 » 25

MANDIOCA
BAHIAL3

OUTUBRO DE 2013

BAHIA OTHON PALACE HOTEL
SALVADOR/BA

BGMIT0A
BGMOBSS
BEMOO21
i r + . - BGMOSET

-l BGMITIS

Formosa

Kiriris
BGMOOGE 1

[ E—

BGM1705

| r Verdinha
- i
I i - Fécula Branca
! - g885.02
— — L= T
BGMOGS L

[ BGM1456
S B - < b [.1Tu ]

- 98150-08

Figura - 2: Dendrograma gerado por meio de 44 alelos provenientes de marcadores SSR para 20 genétipos de
mandioca. Utilizou-se o indice de alelos compartilhados e 0 método de agrupamento de UPGMA.

O trabalho conduzido por Ferreira et al. (2008), utilizando marcadores RAPD e
diferentes variedades de mandioca, demonstrou haver diversidade genética suficiente dentro
das mandiocas de raizes amarelo-laranja a ser explorada dentro do programa de
melhoramento da espécie, corroborando com os resultados encontrados em nosso trabalho.

Embora no atual trabalho os marcadores ndo tenham indicado alta associagdo com
teor de carotenoides, as informagdes geradas com os marcadores testados nesse estudo
permitem direcionar cruzamentos entre acessos contrastantes, como por exemplo,
BGMO0893 ¢ BGM0949, que apresentaram a maior distdncia genética. Essas informacdes
servirdo de base para o cruzamento de genotipos dentro do programa de melhoramento de
mandioca da Embrapa Mandioca e Fruticultura que visa ao desenvolvimento de variedades

produtivas, resistentes as principais pragas e com altos teores de beta-caroteno.
Conclusoes

Os marcadores microssatélites utilizados ndo sdo capazes de agrupar os acessos de
mandioca com base no teor de carotenoides nas raizes, mas sdo importantes para identificar
variabilidade genética, a qual ¢ util para uso de contrastes na realizagdo de cruzamentos

direcionados.
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