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Caracterizacio de clones de mandioca utilizando marcadores
microssatélites’

Characterization of cassava clones using microsatellite markers

Marcus Vanner Carvalho Oliveira?, Danielle Pereira Baliza®*, Genaina Aparecida Souza*, Samuel Pereira
Carvalho’ e Luiz Henrique Bambine Assis?

Resumo - As caracteristicas dos clones utilizados no cultivo da mandioca variam de acordo com a aptiddo comercial da cultura,
ou seja, para o processo industrial e consumo humano “in natura”. O presente trabalho objetivou identificar clones novos de
mandioca obtidos por policruzamento na Universidade Federal de Lavras (UFLA) em 1998 com relacdo a essas aptidoes. Para
tanto, procurou-se identificar clones com padrdes moleculares semelhantes aos padrdes apresentados pelos clones comerciais.
A metodologia utilizada para a extragdo do DNA e obtencdo dos padrdes de bandas foi a mesma recomendada para a técnica de
marcador molecular microssatélite. A caracterizagdo molecular dos clones de mandiocas do acesso UFLA e clones comerciais
apresentou uma distribuicdo de similaridade concentrada em dois grupos. Um grupo é composto pelos clones comerciais de
consumo humano “in natura” Baiana, Casca-roxa e IAC 576-70, e os acessos UFLA 7, UFLA E, UFLA 22 e UFLA 55. Outro
grupo ¢ composto pelos clones comerciais para processo industrial, FIBRA, IAC 12, IAC 13, IAC 14 e IAC 15, e os acessos
UFLA 20, UFLA 33, UFLA 36 ¢ UFLA 64. A cultivar comercial Ouro-do-vale e os clones UFLA 38 ¢ UFLA 69 sequer
enquadraram-se em qualquer grupo, seja de mesa ou industria, enquanto, que o clone Pao-da-china (de mesa) agrupou-se
junto com os clones da industria. Portanto, a utilizacdo dos primers foi adequada para agrupar os clones com aptiddo para
uso “in natura”, mas ndo para inddstria.

Palavras-chave - Mandioca. Agrupamento. Marcadores genéticos.

Abstract - The characteristics of the clones used in the cultivation of cassava vary according to the commercial suitability
of the culture, that is, both for industrial processing and ‘in natura’ human consumption. This study aimed to identify new
cassava clones obtained by crossbreeding at the Federal University of Lavras (UFLA) in 1998, with respect to this suitability.
To this end an attempt was made to identify clones with molecular patterns similar to those displayed by commercial clones.
The methodology used for the extraction of DNA and obtaining the banding patterns was the same as that recommended for
the technique of microsatellite molecular markers. The molecular characterization of the cassava clones from UFLA stock
and of commercial clones showed a similarity of distribution concentrated in two groups. One group consists of clones for
human consumption ‘in natura’ Baiana, Casca-roxa and IAC 576-70, and of the stock clones UFLA 7, UFLA E, UFLA 22 and
UFLA 55. The other group consists of clones for industrial processing FIBRA, IAC 12, IAC 13, IAC 14 and IAC 15, and of
the stock clones UFLA 20, UFLA 33, UFLA 36 and UFLA 64. The commercial cultivar, Ouro-do-vale, and the clones UFLA
38 and UFLA 69 fitted well into either group, whether for consumption or industrial use, while the Pao-da-china clone (for
consumption) grouped together with the industrial clones. Therefore the use of primers was sufficient to group those clones
suitable for ‘in natura’ use but not those for industry.

Key words - Manihot esculenta. Grouping. Genetic markers.
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Introduciao

A mandioca (Manihot esculenta Crantz)
apresenta elevada variabilidade genética e ¢ cultivada
em todas as regides brasileiras, para os fins mais
diversos, sendo considerada uma importante cultura
de subsisténcia para muitas comunidades (FERREIRA
et al., 2008; MKUMBIRA et al., 2003; TAKAHASHI;
GONCALO, 2005; VIEIRA et al., 2008).

Popularmente, suas variedades sdo classificadas em
dois grupos: a) mandioca para mesa, conhecida também
como aipim, macaxeira, mandioca mansa ¢ mandioca
doce; b) para industria, também conhecida por mandioca
brava (VALLE et al., 2004; VIEIRA et al., 2009). Essa
classificacdo esta relacionada a capacidade de liberagdo
de acido cianidrico (HCN), substancia altamente toxica se
ingerida. A mandioca brava tem sabor amargo e as mansas
sdo levemente adocicadas (MEZZETE et al., 2009). O
sabor amargo estd associado ao potencial cianogénico
da planta. Apesar de ndo haver caracteres morfologicos
especificamente associados a distingdo entre mandioca
brava e mandioca de mesa, conjuntos de marcadores de
DNA ou morfoldgicos, podem estabelecer uma distingao
entre estes dois grupos (MUHLEN et al., 2000).

No Brasil, diferentes variedades de mandioca
sdo conservadas em bancos de germoplasmas (VIEIRA
et al.,, 2007) ou em colegdes de acesso, distribuidos em
todo o pais. Apesar da reconhecida variabilidade genética
existente nesses locais, o germoplasma da mandioca ainda
tem sido pouco estudado sob o ponto de vista genético.
A escassez de informagdes, principalmente aquelas
relacionadas a documentagao e caracterizagdo genética, e
a caréncia de estudos sobre o conhecimento da diversidade
genética das espécies com potencial econdmico, fazem
com que a conservagdo e caracterizagdo de germoplasma
se torne necessaria para assegurar informagdes sobre
essas fontes de genes para utilizagdo futura (COSTA
et al.,, 2003). Nesse contexto, os marcadores de DNA
representam técnicas importantes nos estudos de evolugéo,
domesticag@o, mapeamento genético e clonagem.

Varios estudos com marcadores moleculares
tém sido realizados no Brasil e em outros paises, com
RADP (CARVALHO; SCHAAL, 2001; COLOMBO et
al., 1998; COSTA et al., 2003; MUHLEN et al., 2000;
ZACARIAS et al., 2004), com AFLP (MUHLEN et al.,
2000) e com microssatélites (CARVALHO; SCHAAL,
2001; MKUMBIRA et al, 1998; MUHLEN et al.,
2000; SIQUEIRA et al., 2009). Verifica-se que além
da capacidade de gerar altos niveis de polimorfismo,
os microssatélites apresentam: alta reprodutibilidade,
simplicidade e rapidez da técnica, pequena quantidade de
DNA requerida, baixo custo de utilizagdo e grande poder
de resolug@o (OLIVEIRA et al., 2006), e ainda apresentam

variabilidade de locos bastante superior a detectada pelos
marcadores RAPD ou AFLP (MUHLEN et al., 2000).

O objetivo do trabalho foi detectar, em dez clones
de mandioca obtidos por policruzamento no ano de 1998, a
semelhan¢a molecular com cultivares de mesa e industria
ja consagradas no mercado, por meio de marcadores
microssatélites.

Material e métodos

Avaliou-se, por meio do uso de marcadores
microssatélites, o comportamento molecular em dez clones de
mandioca da colecdo de variedades da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), em comparagdo com dez cultivares
comerciais, sendo cinco de mesa e cinco de industria. Os
nomes e aptiddo dos clones encontram-se na Tabela 1. Os
clones novos foram obtidos em campo de policruzamento,
como parte do programa de melhoramento da mandioca
conduzido na UFLA. Foram utilizados no policruzamento,
clones oriundos do Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca
e Fruticultura Tropical, Cruz das Almas - BA.

A metodologia utilizada para extracdo de
DNA foi a descrita por Dellaporta et al. (1983), com
modificagdes de Miihlen (1999) e para a obtengdo de
bandas de microssatélites utilizou-se as metodologias
de Chavarriga-Aguirre et al. (1998) e Roa et al. (2000)
com modificagdes de Miihlen (1999).

As andlises moleculares foram realizadas no
Laboratorio de Analise de Sementes da UFLA. Coletou-se,
pelo periodo da manha, folhas do terco superior das
variedades de mandioca. As folhas foram maceradas
na presenca de nitrogénio liquido e armazenadas em
recipientes plasticos em Freezer (-82 °C).

Para a extragdo, foram pesados 100 mg do
material macerado e adicionado 800 pl de tampdo de
extracdo CTAB 2% com a seguinte composi¢ao: 46 ml
de H,0, 20 ml de Tris HCI 1M pH 7,5, 28 ml de NaCl
5M, 4 ml de EDTA 0,5M pH 8,0, 2g CTAB ¢ 2 ml de 8
mercaptoetanol. As amostras foram colocadas em banho
maria a 65 °C por 60 min e homogeneizadas a cada 10
min. Apés o resfriamento das amostras em temperatura
ambiente por aproximadamente 5 min, foram adicionados
800 pl de cloroférmio-alcool isoamilico na propor¢ao
de 24:1 e homogeneizados levemente durante 5 min
para obtencdo de uma emuls@o, que posteriormente, foi
centrifugada a 14.000 rpm durante 10 min.

O sobrenadante foi transferido para outro micro-
tubo e novamente foi adicionado 800 pl de cloroformio-
alcool isoamilico repetindo-se as mesmas condi¢des até a
centrifugagdo a 14.000 rpm.
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Tabela 1 - Clones obtidos na UFLA e cultivares comerciais
utilizadas na determinag¢do de similaridade genética

Identificagdo Nome Aptidao
Clones comerciais
Cl Baiana Mesa
Cc2 Casca-roxa Mesa
C3 IAC 576/70 Mesa
C4 Pao-da-china Mesa
C5 Ouro-do-vale Mesa
C6 Fibra Industria
C7 IAC 15 Industria
C8 IAC 13 Industria
Cc9 IAC 14 Industria
C10 IAC 12 Indstria
Clones novos
Cl1 UFLA 7 (1
C12 UFLA 38 (1)
Cl13 UFLA 64 (1)
Cl4 UFLA 36 (1)
Cl15 UFLA 20 (1)
C16 UFLA E (1)
C17 UFLA 69 (1)
C18 UFLA 22 (1)
C19 UFLA 33 (1)
C20 UFLA 55 (1)

(1): destinagdo ainda ndo estabelecida

O sobrenadante foi retirado, sendo adicionado
isopropanol gelado na propor¢dode 1:1 paraaprecipitagao
dos acidos nucléicos. Os micro-tubos ficaram incubados a
4 °C durante 2 horas e posteriormente foram centrifugadas
a 14.000 rpm/10 min. O precipitado foi secado por cerca
de 20 minutos e entdo foram adicionados 50 pl de TE
+ 2 pl RNAse (10 mg/ml), mantendo a temperatura de
37 °C durante 1 hora.

Apbs esse periodo, o DNA foi precipitado com
100 pl de etanol 95% e lavado com o etanol 70%. Apos a
eliminagdo do alcool etilico 70%, o precipitado foi secado
e, posteriormente, diluido com 5 pul de TE e o DNA
quantificado em fluorimetro Hoeffer Scientific TKO100.

Marcadores SSRs

Para amplificagdo de microssatélites foi seguida a
metodologia descrita por Chavarriaga-Aguirre et al. (1998)
e modificada por Miihlen (1999). Os pares de iniciadores
foram desenvolvidos especialmente para mandioca ver

sequéncias em Chavarriaga-Aguirre et al., 1998. Foram
marcados com fluorescéncia (por Research Genetics ou
Perkin-Elmer) e analisados em equipamento ABI-Prism
377 e com os programas GeneScan e Genotyper.

Foram adquiridos 13 primers da MWG BIOTECH
AG. Para as reagdes de PCR foram retirados 3 ul de DNA
na concentragdo de 10 ng e acrescentados 4,8 ul dgua ultra
pura, 0,3 pul de cada primer; 0,5 pul de dNTP, 1 pl tampao
10X e 0,1 pl da enzima Taq polimerase, em um volume
total de 10 pl (TAB. 2). As amplifica¢des foram realizadas
no termociclador NJ RESEACH modelo PTC 200, em
sete ciclos diferentes:

(1) 94 °C - 2 min. - (2) 94 °C - 20 seg. - (3) 56 °C - 20 seg.

-(4)72°C-20seg. - (5)94 °C - 19 ciclos - (6) 69 °C - 30
min. e (7) 4 °C.

Tabela 2 - Sequéncias dos primers (forward/reverse) usados em
andlises SSR

Primer Sequéncia dos primers 5’ para 3’
F: TAA TGT CAT CGT CGG CTT CG
! R: GCT GAT AGC ACA GAA CAC AG
F: GAT TCC TCT AGC AGT TAA GC
2 R: CGA TGA TGC TCT TCG GAG GG
F: TTC CCT CGC TAG AAC TTG TC
3 R: CTA TTT GAC CGT CTT CGC CG
F: GTA CAT CAC CAC CAA CGG GC
4 R: AGA GCG GTG GGG CGA AGA GC
5 F: GGC TTC ATC ATG GAA AAA CC

R: CAATGC TTT ACG GAA GAG CC
F: AGC AGA GCA TTT ACA GCA AGG
R: TGT GGA GTT AAA GGT GTG AAT G
F: CAA TGC AGG TGA AGT GAATACC

! R: AGG GTG CTC TTC AGA GAA AGG
F: AGT GGA AAT AAG CCATGT GATG
8 R: CCC ATA ATT GAT GCC AGG TT
F: CTC TAG CTA TGG ATT AGA TCT
? R: GAT GCT TCG AGT CGT GGG AGA
F: ACA ATG TCC CAA TTG GAG GA
10 R: ACC ATG GAT AGA GCT CAC CG
F: CGT TGA TAA AGT GGA AAG AGC A
H R: ACT CCA CTC CCG ATG CTC GC
F: TTC AAG GAA GCC TTC AGC TC
12 R: GAG CCA CAT CTA CTC GAC ACC
13 F: TGT TCT TGA TCT TCT GCT GCA

R: TGA TTG TGG ACG TGG GTA GA
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Os produtos de amplificagao foram separados em gel
de poliacrilamida por eletroforese a 100V por 2 horas. Para
aplicagdo no gel, foi acrescentado ao DNA amplificado
3 pl de corante DAE e aliquotas de 13 pl do material
foram aplicados.

Para a revelagdo dos géis utilizou-se o método de
coloragdo com nitrato de prata. Apds a eletroforese, as
placas foram separadas e o gel foi imerso em 1 litro de
solugdo fixadora (etanol 10%, acido acético 0,5% e dgua
destilada) e mantido sob agitacdo lenta por 15 minutos.
Em seguida o gel foi submerso em 1 litro de nitrato de
prata (AgNO, 0,2%) sob agitagdo lenta por 15 minutos.
O gel foi lavado com 4gua destilada e posteriormente
colocado em 1 litro de solugdo de NaOH 3%, formaldeido
0,5% e agua destilada sob agitacdo lenta até a completa
visualizacdo das bandas.

Analise dos dados

Os fragmentos de DNA amplificados foram
computados como presenca ou auséncia de bandas, e
montada uma matriz com 1 representando presenca e
0 representando auséncia. Foram analisadas todas as
bandas, tanto polimoérficas como monomorficas. Foi
estimada a similaridade genética (S) entre os clones
de mandiocas do acesso UFLA e clones comerciais
com base no indice de Jaccard, conforme Alfenas
et al. (1991). Os calculos foram feitos usando o
programa NTSYS-PC 2.1 (ROHLF, 1992), foi gerado
o dendrograma pelo método UPGMA.JACCARD.

As analises discriminantes, baseadas no método
ndo paramétrico de k vizinhos mais proximos, foram
aplicadas segundo Cruz e Carneiro (2006) utilizando o
aplicativo computacional GENES (CRUZ, 2006). No
método k vizinhos mais préximos, o valor de k ¢ definido
a priori de maneira arbitraria. Nesse trabalho foi pré-
estabelecido um valor k = 3, no caso de ocorréncia de
empate entre probabilidades, a observagdo foi alocada
numa populacio designada de ‘desconhecida’.

A classificagdo a priori dos clones em estudo

foi realizada de acordo com a caracterizagdo molecular
(mesa e industria), ficando assim estabelecida:

a) Consumo humano “in natura” (mesa) - 7 clones;
b) Processo industrial - 10 clones.
Os trés clones restantes foram alocados a posteriori,

por ndo atenderem aos critérios de inclusdo nas populagdes
pré-definidas.

Resultados e discussao

Observa-se no dendrograma gerado com base
nas similaridades de Jaccard valores de similaridade
variando de 0,15 a 0,75 (FIG. 1), esses resultados
indicam elevada variabilidade genética entre os
materiais em estudo. Siqueira et al. (2009), estimando
a diversidade genética entre 42 acessos de mandioca,
provenientes de cinco regides brasileiras, por meio de
microssatélites, também constataram alta variabilidade
genética (valores de similaridade entre 0,19 a 0,83),
ocorrendo formagdo de cinco grupos, conforme,
os autores a alta variabilidade genética foi devido a
polinizagdo cruzada e a propagagdo vegetativa da
cultura. No presente estudo a elevada variabilidade
genética ¢ justificada pela utilizagdo de clones com
diferentes aptiddes comerciais (mesa e industria).

Miihlen et al. (2000), estimando a diversidade
genética de etnovariedades de mandioca, através de
micorssatélites, verificaram que esses marcadores
detectaram uma possivel compartimentalizacdo do
germoplasma de mandioca em dois grupos: variedades
de industria e variedades de mesa. Apresentando uma
média de similaridade de 0,59, variando de 0,24 a 1,00.
Mkumbira et al. (1998), utilizando microssatélite,
também conseguiram uma boa separacdo entre
genotipos de mandiocas bravas de mansas.

No presente estudo a caracterizagdo molecular dos
clones de mandiocas do acesso UFLA e clones comerciais
ja consagrados apresentou uma distribui¢ao de similaridade
concentrada em dois grupos. Um grupo ¢ composto pelos
clones comerciais de mesa Baiana, Casca-roxa e IAC 576-
70, e os acessos UFLA 7, UFLA E, UFLA 22 ¢ UFLA 55.
O outro grupo ¢ composto pelos clones comerciais para
industria, FIBRA, IAC 12, IAC 13, IAC 14 e IAC 15, ¢
os acessos UFLA 20, UFLA 33, UFLA 36 ¢ UFLA 64.
Verifica-se que a cultivar comercial Ouro-do-vale e os
clones UFLA 38 e UFLA 69 sequer enquadraram-se em
qualquer grupo, seja de mesa ou industria, enquanto,
que o clone Pdo-da-china (de mesa) agrupou-se junto
com os clones da induastria. Portanto, a utilizagdo de
todos os primers utilizados ndo foi adequada para
agrupar os clones com aptiddo para industria, o que
ndo ocorreu com os clones para mesa. Somente apds a
identificacdo dos primers que realmente possibilitam
a discriminag@o dos dois grupos (mesa e industria) os
clones novos devem ser analisados ¢ alocados em seus
grupos caracteristicos.

Com base no dendrograma pode-se verificar
que os clones UFLA 7, UFLA E, UFLA 22 e UFLA
55 possuem caracterizagdo molecular para a utilizagdo
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Figura 1 - Dendrograma dos acessos de mandioca estudados, com base no indice de similaridade de Jaccard

como mesa, devido seu agrupamento com as variedades
comerciaistradicionalmente usadas paraessafinalidade.
Os demais clones UFLA 20, UFLA 33, UFLA 36
e UFLA 64, no entanto, possuem caracterizagao
molecular para industria por pertencerem ao mesmo
grupo das cultivares FIBRA, IAC 12, IAC 13, IAC 14
e IAC 15 de aptiddo para a industria.

Observa-se que a variedade Pao-da-China,
de aptiddo mesa, apresentou-se associada as
cultivares comerciais de aptiddo para industria. Esse
comportamento ndo era esperado, em relagdo ao
teor cianogénico da mandioca. Contudo, a variedade
assemelha-se as cultivares comerciais para mesa, em
relacdo a outras caracteres (VALLE et al., 2004).

Conforme Alves et al. (2009), os marcadores
moleculares constituem opg¢des promissoras para
interligar fontes de recursos genéticos e programas
de melhoramento das espécies cultivadas. Assim,
resultados obtidos com caracterizagdo molecular

poderao ser utilizados em programas de melhoramento,
visando o langamento de novas cultivares.

Os resultados das analises discriminantes,
baseadas em k vizinhos mais proximos sdo apresentados
na Tabela 3. A discriminagdo dos clones em estudo
segundo a caracteriza¢do molecular (mesa e industria)
evidencia que os clones dos grupos para consumo
humano “in natura” (mesa) e processo industrial foram
eficientemente alocados em seus grupos de origem.

A taxa de erro aparente foi de 5,88% com apenas
uma classificagdo incorreta. Embora relativamente
baixo este valor ¢ resultante, da pouca eficiéncia dos
primers em agrupar os clones para industria.

Dos clones classificados a posteriori, dois, o
acesso UFLA 38 e a cultivar comercial Ouro-do-vale,
foram alocados no grupo para consumo humano “in
natura” (mesa) e o acesso UFLA 69 no grupo para

industria.
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Tabela 3 - Analise discriminante de clones de mandioca para mesa e industria, baseada em k vizinhos mais proximos (k = 3). Os

valores destacados em negrito referem-se aos percentuais de alocag@o dos clones nos seus respectivos grupos de origem

Grupo de origem N° de acessos

Percentuais de alocagdo nos diferentes grupos

Mesa Industria
Mesa 7 100,00 0,00
Industria 10 10,00 90,00
Clones alocados a posteriori 3 66,66 33,33
Total de clones alocados 20 9 11
Conclusao DELLAPORTA, S. L.; WOOD, J.; HICKS, J. R. A plant DNA

Os marcadores microssatélites foram eficientes
para identificar os novos clones de mandioca apropriados
a0 uso “in natura”, mas ndo para o processo industrial.
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