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RESUMO

Estudo da variabilidade genética de espécies silvestres de Manihot Mill.

(Euphorbiaceae) e seu uso para a taxonomia da se¢cdo Quinquelobae

Esse trabalho teve por objetivo caracterizar acessos da colecdo de espécies
silvestres de Manihot Mill. da Embrapa Mandioca e Fruticultura por meio de
descritores morfolégicos e marcadores de DNA do tipo microssatélites visando o
estudo de diversidade genética e taxonomia. A analise molecular envolveu 87
acessos. O agrupamento pelo método UPGMA permitiu a formacao de dois grandes
grupos. O primeiro reuniu parentes silvestres da mandioca (M. esculenta Crantz ssp.
flabellifolia (Pohl) Cifferi e M. esculenta Crantz ssp. peruviana (Mueller) Allem), M.
compositifolia Allem e um acesso nédo identificado (FRF). O segundo grupo
englobou os demais acessos e dividiu-se em dois grandes subgrupos. O primeiro
formado por espécies de habito arbustivo, em sua grande maioria, do cerrado e
campo rupestre e apenas uma espécie da caatinga e o segundo formado por
espécies de porte arboreo e, em maioria, endémicas da Caatinga do Nordeste do
Brasil. Na caracterizacdo dos acessos para taxonomia da secao Quinquelobae, os
microssatélites delimitaram grupos de espécies com forte correspondéncia
biogeogréfica em todas as trés analises, sendo que o coeficiente de correlacéo
cofenético foi mais alto (0,92**) na analise que considerou os dados quantitativos,
categoricos e moleculares simultaneamente, através do método Ward-MLM.

Palavras-chave: Diversidade. Filogenia. Analise de agrupamento. Microssatélites



ABSTRACT

Genetic variability of wild species of Manihot Mill. (Euphorbiaceae) and its use
in taxonomy studies of the Quinquelobae section

The objective of the present study was to characterize accessions of the wild species
collection of Manihot at Embrapa Mandioca e Fruticultura using morphologic and
SSR DNA markers to study the genetic diversity and taxonomy. The molecular
analysis was carried out using 87 accessions. Cluster by the UPGMA method
allowed the formation of two groups. The first comprised wild relatives of cassava
(M. esculenta Crantz ssp. flabellifolia (Pohl) Cifferi e M. esculenta Crantz ssp.
peruviana (Mueller) Allem), M. compositifolia Allem and one non-identified accession
(FRF). The second group comprised the other accessions and was subdivided into
two other groups. The first made up by species habit shrubby, mostly, from the
cerrado region and rocky fields and a caatinga specie and the second formed by
arboreal species, and mainly, from the caatinga and from the Northeast Region of
Brazil. For the characterization of the accessions for the taxonomic study of the
Quinguelobae species, microsatellites were able to separate species with strong
biogeographic correspondence in all three analysis, where as the cophenetic
correlation was very high (0.92**) for the analysis of the quantitative, categoric and
molecular data simultaneously, using the Ward-MLM algorithm.

Key-words: Diversity. Phylogeny. Cluster analysis. Microsatellites
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1. INTRODUCAO

O género Manihot é dividido em 19 secfes, sendo 16 delas sul americanas
(Rogers e Appan, 1973). A secdo Quinquelobae é a segunda maior do género, com
espécies que apresentam como principais caracteristicas, inflorescéncias racemosas
e folhas 3 a 5 lobadas, discolores, com face abaxial glauca e tonalidades vinaceas
nos peciolos e nervuras. Rogers e Appan (1973) consideram 14 espécies para a
secdo Quinquelobae. Entretanto, Allem (1984) em uma revisdo dessa secao, altera a
circunscricdo de Manihot violacea, reduzindo o nimero de espécies para dez.

Considerado o centro de maior diversidade do género Manihot, o Brasil abriga
cerca de 80% do total das espécies conhecidas. A mandioca (Manihot esculenta
Crantz) se destaca dentro do género devido sua importancia econdmica e social,
constituindo a base alimentar de cerca de 700 milhGes de pessoas no mundo e é
cultivada em praticamente todas as regides do Brasil.

Espécies silvestres de Manihot sdo importantes reservatorios de alelos de
interesse a serem transferidos para a espécie cultivada visando o desenvolvimento
de variedades melhoradas que sejam mais resistentes a fatores bioticos e abidticos
e gue expressem maior produtividade (Nassar, 2006).

A variabilidade genética, intra e inter-especifica, representativa dos recursos
genéticos vegetais, € em grande parte manejada e estabelecida nos bancos de
germoplasma, 0s quais podem ser compostos por parentes silvestres da espécie,
cultivares locais (landraces), linhagens melhoradas e cultivares atuais (Valls, 2007).

A principal finalidade de bancos de germoplasma é conservar a diversidade
genética. Porém, para melhor aproveitamento dessa diversidade, sdo essenciais
atividades de caracterizagcdo e avaliacdo, que quando conduzidas corretamente,
permitem: a identificacdo de acessos duplicados, evitando a duplicacdo de
atividades e reduzindo o desperdicio de tempo e de recursos financeiros. Permite
também o estabelecimento de colecbes nucleares, que consiste de um grupo de
acessos selecionados para representar a diversidade genética de uma cole¢cdo com
um minimo de redundancia e a identificacdo dos modos de reprodugdo que
predomina nos acessos (Van Sloten, 1987; Valls, 2007), facilitando em grande parte
a rotina de trabalho dos melhoristas.

Para se fazer a caracterizagcdo, pode-se utilizar um método especifico ou o

conjunto de métodos, sendo eles: morfoldgico, bioquimico, citolégico e molecular
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(Pereira e Pereira, 2006). Segundo Ferreira (2006), os métodos morfolégico e
molecular sdo os mais utilizados para caracterizar acessos de um banco de
germoplasma.

O uso de descritores morfolégicos na caracterizacdo € considerado um dos
primeiros métodos para se conhecer a variabilidade presente em uma colecdo ou
banco de germoplasma. Esses descritores sdo baseados no fenétipo e o método é
considerado de custo reduzido e de facil afericdo. Entretanto, o fenotipo sofre
influéncia ambiental, principalmente se o descritor for quantitativo, apresentando
baixa herdabilidade. Esse € um dos fatores que restringe o conhecimento mais
preciso da variabilidade. Entretanto, o uso de descritores adequados, que
apresentem alta herdabilidade conduzira a uma caracterizacdo mais robusta.

Os marcadores de DNA séo importantes ferramentas para a quantificacéo da
variabilidade disponivel por detectarem variacbes no genoma, representando
eficiéncia e qualidade na caracterizacdo e sendo isentos de influéncia ambiental.
Contudo, as limitacbes no uso desses marcadores vao desde o custo para a
obtencdo desses materiais até a necessidade de especialistas para o
desenvolvimento do trabalho.

Um dos problemas encontrados pelos curadores de colecbes de
germoplasma €é a identificacdo dos acessos, especialmente quando eles
representam espécies proximas ou relacionadas (Borém e Caixeta, 2009). A
classificacdo botanica, muitas vezes, ndo € um processo facil, considerando a alta
variabilidade intra-especifica e o efeito ambiental sobre o fenoétipo diferenciador entre
espécies e variedades botanicas dentro de espécies (Faleiro, 2007). Os marcadores
moleculares sdo Uteis nessa tarefa, ja que a analise é feita em nivel de genoma,
onde o DNA néo sofre influéncia ambiental.

Os estudos de relacdes filogenéticas e de divergéncia genética tém sido uma
das contribuicbes mais concretas dos marcadores moleculares para a organizacao e
uso nos programas de melhoramento genético. Dentre os marcadores de DNA, os
microssatélites, ou também como sdo conhecidos, SSR — Simple Sequence Repeats
sao muito usados.

Esses marcadores sao os preferidos pelos melhoristas pela sua natureza co-
dominante, por serem altamente polimorficos, estaveis e apresentarem alta
reprodutibilidade (Gaudeul et al., 2004). De acordo com Nienhius et al. (1994), os

marcadores moleculares apresentam as seguintes caracteristicas: a) podem ser
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obtidos de quaisquer tecido/6rgdo da planta; b) ndo séo afetados pelo ambiente; c) o
ndamero de marcadores é praticamente ilimitado; e d) podem ser utilizados, dentre
outros estudos, na construcdo de mapas genéticos, estudos de diversidade genética
e filogenia.

Para estimar o grau de semelhanca entre acessos € necessario considerar
medidas que descrevem a dissimilaridade ou similaridade entre esses elementos
amostrais, de acordo com as caracteristicas que neles foram mensuradas (Karia,
2008). A estimativa da diversidade genética nhormalmente é realizada considerando,
de forma individualizada, dados quantitativos e qualitativos (Cabral et al., 2010).
Contudo, quando se tem variaveis quantitativas, multicategoricas e moleculares
simultaneamente, um dos métodos indicados é o algoritmo de Gower, que permite
agrupar os individuos analisando concominantemente todos os tipos de variaveis
com base em métodos de agrupamento tais como UPGMA e Ward-MLM (Modified
Location Model) (Brandao, 2011; Pereira, 2011).

Esse trabalho teve por objetivo realizar a caracterizacdo de acessos da
colecdo de espécies silvestres de Manihot da Embrapa Mandioca e Fruticultura por
meio de descritores morfolégicos e moleculares e posterior agrupamento para

definicdo da diversidade genética entre os acessos e inferéncias taxondmicas.

2. JUSTIFICATIVA

As pesquisas desenvolvidas com a cultura da mandioca contemplam
essencialmente aspectos agronémicos e de melhoramento. Um grande problema é a
falta de estudos das espécies silvestres do género Manihot. Essas espécies
possuem um reservatorio de alelos interessantes que podem ser resgatados na
obtencdo de novas variedades de mandioca mais resistentes a doengas, mais
nutritivas e mais produtivas. Esta proposta dard um grande suporte ao programa de
melhoramento de mandioca da Embrapa Mandioca e Fruticultura, no sentido de
conhecer a diversidade e identificar a proximidade genética entre as espécies da
colecdo, visando estabelecer hibridacbes controladas para conduzir ao

desenvolvimento de novas variedades.
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Com a utilizacdo de espécies silvestres, o projeto visa um impacto ambiental
positivo tendo em vista a representativa variabilidade a ser resguardada na colegao
de espécies que apresentam elevado risco de eroséo genética.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Taxonomia, distribui¢cdo geogréafica e importancia econémica

O género Manihot Miller pertence a familia Euphorbiaceae, a qual é composta
por 307 géneros e aproximadamente 7.500 espécies apresentando distribuicdo
mundial com grande diversidade nos tropicos (Judd et al., 1999). No Brasil ocorrem
72 géneros e cerca de 1.100 espécies espalhadas em todos os tipos de vegetacao
(Cordeiro, 1992). Pertencente a subfamilia Crotonoideae, Manihot Miller encontra-se
na tribo Manihoteae.

A primeira citacdo de Manihot ocorreu por volta de 1651, por Bauhin. Porém,
0 género Manihot foi descrito por Miller (1754) na 4° edicdo do Gardener’s
Dictionary, designando Manihot theveti como espécie tipo. Até a publicacao valida
do trabalho de Miller ser reconhecida, Adanson (1763) era considerado autor do
género (Rodrigues, 2007).

A primeira monografia sobre o género Manihot foi publicada por Pohl (1827),
listando 48 espécies. Mueller (1866) publicou a segunda monografia sobre o género,
estabelecendo 43 espécies para o mesmo. Mueller (1874) descreveu na Flora
brasiliensis 72 espécies para o género sendo a maioria restrita ao territério brasileiro.

O estudo mais completo sobre Manihot foi publicado por Pax (1910). O autor
reuniu toda a bibliografia, analisou e citou as cole¢Bes classicas. Nesse trabalho
foram listadas 128 espécies distribuidas em 11 sec¢Oes e foi elaborada a chave de
identificacéo para todos os taxons.

A monografia de Rogers e Appan (1973) reduz o niumero de espécies de 171
para 98 com base em analises multivariadas de 44 caracteres vegetativos
observados em herbario, em que caracteristicas da folha foram significantes
(Bertram 1993). As 98 espécies reconhecidas para o género Manihot ficaram
distribuidas em 19 sec6es, variando desde arvores, na se¢do Glazioviannae, até sub

arbustos com caule reduzido na secdo Stipularis (Carvalho, 2006). Das 19 sec¢des
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13 ocorrem no Brasil, sendo que Manihot esculenta Crantz pertence a sec¢ao
Manihot.

Os trabalhos de Allem (1978, 1979, 1989b, 1999, 2001) contribuiram muito
para o melhor entendimento do género, acrescentando diversos taxons ao género,
citacbes de novas localidades e novas caracteristicas para taxons ja descritos
(Rodrigues 2007).

O género atualmente é dividido em 19 sec¢Bes sendo 16 delas sul americanas
(Rogers & Appan, 1973). Estudos recentes baseados em dados moleculares tém
apontado diversas incongruéncias nessa classificacdo e evidenciado uma grande
influéncia biogeografica na filogenia do grupo; com espécies da Caatinga e do
Cerrado formando grupos distintos e bem sustentados (Chacon et al., 2008; Duputié
et al., 2011).

A grande diversidade de espécies de Manihot que ocorrem no Brasil reforca a
teoria de que a origem e domesticacdo da mandioca por parte dos amerindios possa
ter acontecido no pais. Todas as espécies de Manihot sdo nativas das regides
tropicais do Novo Mundo, especialmente Brasil e México. Nassar (2000) definiu
quatro centros de diversidade para essas espécies: México, Nordeste, Centro e
Sudeste do Brasil, com microcentros de diversidade no Brasil Central. Segundo esse
autor, a formacdo desses microcentros é devido a frequente hibridacdo entre
espécies e a heterogeneidade da topografia de seus habitats, que ajudam a isolar
populacbes que iniciam a especiacdo. Espécies arbéreas como Manihot glaziovii e
M. pseudoglaziovii sdo encontradas no Nordeste do Brasil, enquanto que espécies
de pequeno porte sdo comuns no Brasil Central (Carvalho, 2006).

A maioria das espécies é restrita a ambientes relativamente secos sendo que
algumas sédo tipicamente encontradas em ambientes perturbados em floresta.
Determinadas espécies possuem raizes tuberosas que facilita a rebrota apos
perturbacdo. O fogo provavelmente foi o mais importante tipo de perturbacdo da
histéria do género (Duputié et al., 2011).

Espécies de Manihot parecem ter evoluido caruncula maior em sementes
menores, favorecendo o processo de dispersdo em que formigas consomem a
caruncula e enterram a semente, protegendo-as do fogo e de granivoros (Duputié et
al., 2011). A dorméncia apresentada por sementes de Manihot é frequentemente
quebrada por temperaturas elevadas no solo (Pujol et al., 2002; Duputié, 2008).

Espécies que apresentam frutos indeiscentes tém sementes sem carincula ou esta
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se encontra muito reduzida. A dispersdo dessas sementes nédo é feita por formigas,
ja que as sementes sdo grandes demais para serem transportadas por estes
insetos.

Além da dispersédo, a forma de crescimento também mostra variagdo dentro
do género com arvores, arbustos, herbaceas ou videiras; todas sendo representadas
(Deputié et al., 2011). A variacao ocorre também na forma de folhas, o que contrasta
com a morfologia melhor conservada de flores e frutos. Essa caracteristica e a
producdo frequente de formas hibridas tornam dificil a diferenciacdo entre as
espécies com base na morfologia (Rogers e Appan, 1973).

O isolamento reprodutivo ndo parece ter sido completo entre as espécies do
género, ja que ocorrem frequentes hibridac6es interespecificas. Apesar do
isolamento reprodutivo nem sempre estar relacionado com o tempo de divergéncia,
(Parks e Wendel, 1990; Moyle et al., 2004) esta observagao parece ser consistente
haja vista a origem provavelmente recente do género (Deputié, 2011).

A mandioca, Manihot esculenta Crantz, constitui a Unica espécie cultivada
desse género, sendo utilizada como base alimentar principalmente como fonte de
amido nas regifes tropicais e subtropicais do mundo.

A mandioca é produzida em todo o territério brasileiro, mas a sua maior
concentracdo é na Regido Nordeste, cuja participacao chega a 40%, destacando-se
os estados da Bahia, Maranhdo e Ceara. A Bahia representa 50% da producéo
nordestina, possui um centro de Pesquisa da EMBRAPA em Cruz das Almas, e
conta com centenas de “casas de farinha” (Seab, 2007).

No Brasil, o p6 de folhas de mandioca vem sendo utilizado como ingrediente
de multimisturas ou adicionado a refeicdo no combate a desnutrigdo infantil, sendo
acrescentadas as merendas escolares ou incluidas em cestas basicas para familias
carentes em varias regides do pais, além de ser um subproduto de ampla
disponibilidade e baixo custo (Wobeto et al., 2004; Vieira, 2010).

Outras espécies também desempenham importancia em nivel econémico. As
manicobas (M. dichotoma, M. caerulenses e M. glaziovii), constituiram, por muito
tempo, uma fonte importante de latex, ao lado da seringueira. Esse produto era
extraido ndo apenas por cortes realizados nos caule, como também por sangrias
nas raizes. Em algumas regides do semi-arido nordestino conservam-se e até sao
realizados plantios de M. glaziovii, para ser utilizada como forragem para bovinos,

caprinos e ovinos; na forma de silagem ou feno (Carvalho, 2006). Essa espécie é
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também utilizada como herbicida e fungicida (Pereira et al., 1999). Manihot
nogueirae, M. peltata e M. pusilla, devido sua beleza, podem ser empregadas na
ornamentacgao de jardins rupestres (Rodrigues, 2007).

Manihot dichotoma produz sementes com uma consideravel quantidade de
reservas nutritivas, que além de servirem como alimento para a fauna silvestre, séo
quebradas e suas reservas utilizadas para alimentacdo de porcos, galinhas e
pessoas com menor poder aquisitivo, que moram em locaisS com poucos recursos
naturais (Carvalho, 2006).

3.2 Caracterizacao de germoplasma e diversidade genética

A variabilidade genética, inter e intra-especifica, representativa dos recursos
genéticos vegetais, € em grande parte manejada e organizada nos bancos de
germoplasma, que se constituem em estrutura fisica, onde as colecdes séao
conservadas na forma de células, tecidos, sementes ou plantas (Nass, 2001). Cada
amostra de germoplasma é considerada de acesso.

Caracteristicas como resisténcia a fatores bidticos e abidticos, alta
capacidade produtiva, adaptacéo a diversas condi¢cdes ecoldgicas, entre outras, sao
comumente encontrados em acessos presentes em bancos de germoplasma e,
portanto, sdo de grande importancia ao melhoramento genético das espécies
vegetais. No entanto, é necessaria a caracterizacdo desses acessos para que essa
variabilidade seja conhecida, podendo-se utilizar um método especifico ou a
combinacdo de métodos para a caracterizacdo, sendo eles morfolégico, bioquimico,
citolégico e molecular (Pereira e Pereira, 2006). Segundo Ferreira (2006), os
métodos morfoldégico e molecular sdo os mais empregados na caracterizacdo de
acessos.

A caracterizacdo é uma atividade essencial no manejo de colecbes de
germoplasma, ja que visa a tomada de dados para descrever, identificar e
diferenciar acessos dentro de espécies, classes ou categorias, utilizando para isso
descritores especificos (Querol, 1988; Vicente et al., 2005).

A demanda pela caracterizacdo de germoplasma no Brasil tende a crescer
nos proximos anos, especialmente em decorréncia da Lei de Protecédo de Cultivares.
Além da caracterizacdo de cultivares, os programas de melhoramento que adotarem
0 uso de descritores serdo beneficiados com informagdes adicionais sobre o nivel de
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diversidade e constituicdo genética do germoplasma existente (Costa, 2010). No
Brasil, a Lei de Protecédo de cultivares, abriu uma nova perspectiva e interesse na
protecdo e langamento de materiais genéticos (Milach, 1998). A lei é baseada em
caracteristicas morfolégicas utilizando descritores (Bonow et al., 2007).

Os marcadores morfolégicos correspondem a base de todo e qualquer estudo
realizado com acessos contidos em bancos de germoplasma e contribuem para a
descricdo detalhada de suas caracteristicas fenotipicas. Caracteristicas fenotipicas
sdo utilizadas como marcadores morfologicos desde Mendel, com fendétipos de facil
identificacdo visual, como cor de pétalas, morfologia foliar, cor e forma de sementes,
tipo de fruto, entre outros.

No estudo da diversidade genética por meio de caracteristicas morfologicas
adota-se uma lista de descritores com diferentes escalas de notas ou classes as
quais sao especificas para cada espécie. Se o descritor tem origem quantitativa, faz-
se medidas com valores numéricos (Brandao, 2011).

Varias metodologias tém sido propostas para a caracterizagdo do
germoplasma de mandioca. Com isso, foi estabelecida e padronizada para uso na
América Latina, uma relacdo de descritores para caracterizacdo morfologica e
agrondmica da mandioca (Fukuda e Guevara, 1998) a qual ja esta sendo aplicada
por curadores de bancos de germoplasma de mandioca.

Na caracterizac@o de varias espécies tem-se utilizado um nimero excessivo
de descritores. Isso decorre devido ao desconhecimento da importancia de cada um
deles para descrever a diversidade existente. Com isso, 0 uso de técnicas
multivariadas tem-se demonstrado eficiente na descricdo e selecdo de varios
caracteres simultaneamente, resultando em economia de tempo e recursos
financeiros (Cruz, 1990). Muitos desses descritores sdo redundantes por serem
correlacionados ou dispensaveis por corresponderem a uma fracdo desprezivel da
variacao total.

O uso de marcadores moleculares na caracterizacdo de germoplasma vem
ganhando importancia significativa uma vez que fornece informagfes sobre a
variabilidade genética em nivel de DNA, sem influéncia ambiental (Levi et al., 2000)
e proporciona maior rapidez na obtencao dos resultados, podendo ser utilizado um
grande numero de acessos para analise (Brandao 2011).

Os estudos de relag@es filogenéticas e de divergéncia genética tém sido uma

das contribuigcbes mais concretas dos marcadores moleculares para a organizacgéo e
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uso das informacBes em programas de melhoramento genético. A diversidade
genética € a base para a adaptacdo, evolucdo e sobrevivéncia das espécies e
individuos, especialmente sobre mudancas ambientais e condi¢cdes de doencas,
além de ser base para o melhoramento genético e/ou conservacdo. Em Manihot, a
alogamia, heterozigozidade e deiscéncia abrupta dos frutos, favorecem a alta
diversidade genética da espécie (Fukuda, 1996).

Estratégias de conservacdo para as espeécies silvestres de Manihot sao
essenciais tanto para reduzir a erosdo genética das espécies quanto para acessar a

diversidade presente no género.

3.3 Melhoramento, marcadores SSR e analise de agrupamento

Marcador molecular € todo polimorfismo detectado na sequéncia do DNA,
podendo ser uma regido expressa ou ndo do genoma. Os marcadores moleculares
podem ser caracterizados como dominantes ou codominantes. Marcadores
dominantes nado distinguem homozigotos de heterozigotos, ao contrario dos
codominantes. Atualmente, os marcadores mais utilizados para o estudo de
diversidade e caracterizacdo de germoplasma sdo os SSR, AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) e RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).

Os avancos biotecnolégicos, sobretudo o desenvolvimento dos marcadores de
DNA, tém possibilitado o estudo e a caracterizacdo da variabilidade genética em
diferentes niveis (Oliveira, 2006). Os marcadores moleculares tém sido utilizados
como ferramentas auxiliares indispensaveis nas diferentes etapas do melhoramento
genético, desde a caracterizacdo do germoplasma até o de desenvolvimento e
selecao de plantas melhoradas (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Um tipo de marcador molecular que é mais informativo na avaliagdo de
germoplasma de mandioca é o microssatélite (Chavarriaga- Aguirre et al., 1998).

Os marcadores microssatélites ou SSR sdo amplamente aplicados em estudos
genéticos, inclusive em conservacdo genética, caracterizagdo de cultivares,
melhoramento molecular e testes de paternidade. Essa ampla aplicacdo deve-se ao
fato de que os SSR sao codominantes e multialélicos, altamente reprodutiveis, com
ampla resolucdo e sdo baseados na reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR-

Polymerase Chain Reaction) (Oliveira et al., 2006).
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Os microssatélites podem ser usados, ainda, para diferenciar individuos
geneticamente proximos e gerar bancos de dados de referéncia e apoio na protecao
de cultivares. Em razdo do alto custo, além do trabalho necesséario ao seu
desenvolvimento (necessidade de sequenciamento), os SSR tém sido identificados
para um namero limitado de espécies de importancia econémica, como soja, arroz,
trigo, cana-de-acgucar e milho, e a quantidade de iniciadores SSR disponiveis para
essas espécies € bastante variavel (Kuleung et al., 2004). Segundo os autores, a
possibilidade de transferéncia de SSR entre espécies proximas tem sido avaliada
como uma forma de aplicar esses marcadores para espécies que ainda nao dispdem
deles.

Ha relatos na literatura de altas taxas de transferabilidade de primers SSR
entre espécies arbdéreas aparentadas: Fabaceae (Dayanadan et al., 1997) e
espécies do género Eucalyptus (Myrtaceae) (Brondani et al., 1998).

Betram (1993) foi o primeiro que usou marcadores moleculares para inferir as
relacfes entre espécies de Manihot. O melhoramento da cultura da mandioca tem se
desenvolvido em diferentes estagios, tais como avaliagdo de variedades “landraces”
(nativas), coletas e intercambio de germoplasma regional e global, recombinacéo e
selecdo de clones e uso de espécies silvestres para ampliar a base genética
(Fukuda, 2006).

Em diversas culturas, as espécies silvestres vém sendo utilizadas pelos
melhoristas como fonte de caracteres Uteis (Nassar, 1986); Bellon et al., 2007). No
caso especifico da mandioca, espécies silvestres sdo fundamentais para o trabalho
de melhoramento genético por serem importantes reservatorios de alelos de
interesse a serem transferidos para a espécie cultivada.

Com o intuito de melhorar a cultura da mandioca, muitos estudos tém sido
realizados; seja para determinar a variabilidade genética (Beeching et al., 1993;
Fregene et al., 1994;. Chavarriaga-Aguirre et al., 1999; Colombo et al., 2000) ou
para identificar os ancestrais da mandioca (Tanksley e McCouch, 1997).

O uso de espécies de Manihot silvestres em programas de melhoramento
genético é limitado, principalmente por elas ndo estarem prontamente disponiveis
para os melhoristas, ou por ndo se estabelecerem facilmente fora de seu ambiente
natural. Além disso, pouco se conhece sobre 0s aspectos da biologia reprodutiva, da
constituicdo genbmica e da relagéo filogenética do género, a qual tem se mostrado
bastante confusa.
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Outro atributo que dificulta a transferéncia de caracteristicas de interesse para
M. esculenta a partir de espécies silvestres de Manihot € a elevada heterozigozidade
no género, que leva a producdo de populacdes hibridas que segregam para
diferentes caracteristicas. Um caso classico do uso de espécies silvestres no
melhoramento genético da mandioca foram os trabalhos realizados na Tanzania,
com a utilizacdo de cruzamento de M. esculenta e M. glaziovii seguido de trés
retrocruzamentos, com o objetivo de se incorporar resisténcia ao mosaico africano
(ACMV: African Vassava Mosaic Virus). ApGs a obtencao dos hibridos promissores,
amostras de sementes foram distribuidas para varios paises da Africa, e na Estacéo
Experimental “Moor Plantation”, em Ibadan na Nigéria, o clone 58308 se mostrou
resistente (Ekandem, 1970; Jennings, 1972).

Os objetivos de um programa de melhoramento genético com a mandioca sao
estabelecidos em funcdo das demandas de producado, processamento e mercado e
sdo especificos para cada regido. Apesar de se observar que muitos Sdo comuns,
principalmente no que se refere ao incremento da produtividade de raizes e a
resisténcia a pragas e doencas. No entanto, os objetivos devem ser dinamicos e
ajustados a evolucao do cultivo, dentro de um contexto que envolve a expansao da
area cultivada, a diversificacdo do produto final e as oportunidades de mercados
alternativos (Fukuda, 1994).

O uso de técnicas multivariadas € um dos fatores que tem impulsionado o
aumento nos estudos sobre divergéncia genética entre acessos de um banco de
germoplasma. Estas sdo baseadas em algoritmos ou medidas de distancia que
consideram simultaneamente inUmeras caracteristicas selecionadas nos
experimentos de caracterizagao e avaliacdo de germoplasma (Vilela et al., 2008). A
analise de agrupamento tem por objetivo proporcionar uma ou varias particdes na
massa de dados, em grupos, por algum critério de classificacdo, de tal forma que
exista homogeneidade dentro do grupo e heterogeneidade entre grupos (Sneath e
Sokal, 1973; Mardia et al., 1997).

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo morfolégica e molecular

de espécies do género Manihot, com o intuito de avaliar a variabilidade genética
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disponivel para ser explorada dentro do programa de melhoramento genético de
mandioca da Embrapa Mandioca e Fruticultura e estabelecer inferéncias

taxondbmicas entre 0s acessos avaliados.

4.2. Objetivos especificos

e Caracterizar por meio de descritores morfolégicos acessos de espécies silvestres
de Manihot;

e Caracterizar por meio de marcadores SSR, espécies silvestres de Manihot;

e Estabelecer inferéncias taxonomicas entre os acessos do género Manihot

estudados.
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5. CAPITULO I: CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ACESSOS SILVESTRES
DE Manihot spp. E INFERENCIAS TAXONOMICAS COM USO DE
MARCADORES SSR

5.1 Introducéao

O género Manihot Mill. (Euphorbiaceae) é representado por 98 espécies
distribuidas desde o Arizona (USA) até a Argentina, sendo a regidao Neotropical,
mais especificadamente o Brasil, 0 maior centro de diversidade do grupo com cerca
de 80% das espécies; o que representa uma ampla variabilidade genética de
interesse para uso em programas de melhoramento da mandioca (Rogers & Appan,
1973).

A caracterizacdo dos acessos possibilita a identificacdo das potencialidades e
aptidées de cada um, permitindo que os melhoristas possam selecionar aqueles que
atendam as necessidades dos programas de melhoramento da cultura a partir do
conhecimento da diversidade entre os genotipos (Aradjo et al., 2002).

Um dos problemas encontrados pelos curadores de colecbes de
germoplasma €é a identificacdo dos acessos, especialmente quando eles
representam espécies proximas ou relacionadas (Borém e Caixeta, 2009). A
classificacdo botanica, muitas vezes, ndo é um processo facil, considerando a alta
variabilidade intra-especifica e o efeito ambiental sobre o fenétipo diferenciador entre
espécies e variedades botanicas dentro de espécies (Faleiro, 2007). Assim, varias
pesquisas (Costa et al., 2006; Padua, 2004) vém sendo realizadas utilizando os
marcadores moleculares para esse fim.

Marcadores moleculares tém grande potencial como ferramenta auxiliar em
trabalhos de classificacdo botanica e em estudos de filogenia, considerando o poder
de diferenciagéo inter e intra-especifico (Cabral et al., 2000; Nicolosi et al., 2000;
Raina et al., 2001; Faleiro et al., 2003b, 2003c); entretanto, vale a pena ressaltar que
0s marcadores moleculares servem para complementar os estudos provenientes da
area da botéanica (Faleiro, 2007).

Os marcadores microssatélites ou SSR tem sido extensivamente utilizados
para a caracterizacao de espécies devido sua natureza codominante, por serem de
facil reproducéo e interpretacdo de dados (Creste et al., 2003) e constituirem uma

das classes mais polimorficas de marcadores moleculares disponiveis hoje. Este
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marcador tem sido utilizado com sucesso em pesquisas relacionadas as analises de
diversidade genética de diversas culturas como soja (Mulato, 2009), café (Missio et
al., 2011), cebola (Santos et al., 2010) e bananeira (Amorim et al., 2008), entre
outras.

Véarios trabalhos tém mostrado que alguns marcadores microssatélites
desenvolvidos para uma espécie pode ser utilizado com sucesso em outra (Hu et
al., 2004; Gao et al., 2003; Cordeiro et al., 2001). A transferéncia de marcadores
microssatélites para espécies diferentes faz com que eles tenham grande potencial
no mapeamento comparativo e na clonagem de genes interespecificos (Borém e
Caixeta, 2009).

Para o0 sucesso de um programa de melhoramento, a existéncia de
variabilidade genética para os caracteres de interesse é fundamental. Desta forma, a
caracterizacdo por meio do uso de marcadores de DNA torna-se uma excelente
ferramenta para que o melhorista possa quantificar a variabilidade disponivel entre
0S acessos.

A Embrapa Mandioca e Fruticultura possui uma colecdo de espécies
silvestres do género Manihot com aproximadamente 600 acessos. A utilizacdo dos
marcadores SSR para caracterizacdo de acessos desse género permitird a obtencao
de informacgdes valiosas a respeito da identificagcdo dos acessos da colecdo, bem
como a classificacdo daqueles ainda ndo identificados botanicamente,
reclassificacdo de alguns acessos erroneamente identificados e, ainda, possibilitara
o conhecimento do relacionamento em nivel molecular entre os diversos acessos
avaliados, podendo assim, o melhorista manejar e conservar 0s recursos genéticos
para uso nos programas de melhoramento da cultura da mandioca.

Sendo assim, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar a
diversidade genética presente em 87 acessos que fazem parte da colecdo de
espécies silvestres de Manihot da Embrapa Mandioca e Fruticultura e fazer

inferéncias taxonémicas por meio de marcadores moleculares SSR.
5.2 Material e Métodos
Os 87 acessos de Manihot escolhidos para presente trabalho séo parte da

colecdo de espécies silvestres de Manihot mantida na Embrapa Mandioca e

Fruticultura (Tabela 1).
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5.2.1 Coleta das amostras e extracdo do DNA

O DNA total foi extraido de folhas jovens dos 87 acessos utilizando-se o
método CTAB descrito por Doyle & Doyle (1987), com modificagBes, conforme
anexo 1. A avaliacdo da quantidade e da qualidade do DNA foi realizada pela
analise comparativa das amostras em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de
etidio, e as amostras diluidas em agua ultrapura e padronizadas para uma

concentracéo final de 2,5 ng pL.

Tabela 1: Acessos de Manihot pertencentes a colecdo de espécies silvestres de
Manihot da Embrapa Mandioca e Fruticultura, utilizados no estudo. Cruz das Almas,
2012.

Amostra Cadigo de campo Espécie
1 IRW A 027-12 Manihot irwinii
2 IRW A 027-3 Manihot irwinii
3 IRW A 027-7 Manihot irwinii
4 IRW A 027-16 Manihot irwinii
5 IRW A 027-20 Manihot irwinii
6 TOM 001-42 Manihot tomentosa
7 TOM 001-06 Manihot tomentosa
8 TOMO001-23 Manihot tomentosa
9 TOM A 003-05 Manihot tomentosa
10 TOM 001-11 Manihot tomentosa
11 COM DF 07 Manihot sp.
12 COM DF 09 Manihot sp.
13 COM DF-01 Manihot sp.
14 COMDF-02 Manihot sp.
15 COMDF-03 Manihot sp.
16 DIC-587 Manihot dichotoma
17 DIC-472 Manihot dichotoma
18 DIC-00103 Manihot dichotoma
19 DIC-008 Manihot dichotoma
20 DIC-002 Manihot dichotoma
21 DIC 602-04 Manihot dichotoma
22 DIC-001 Manihot dichotoma
23 MARACA- 01 Manihot sp.
24 CEC 019-13 Manihot cecropiaefolia
25 CEC 019-25 Manihot cecropiaefolia
26 CEC 019-31 Manihot cecropiaefolia
27 CEC 019-35 Manihot cecropiaefolia
28 FRF 1522 Manihot sp.



Tabela 1. Continuacao.

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

FRF 1522-01
FRF 1522-01 P7
VIO A001-10
VIO A001-14
FLA 001-07
FLA 026V
FLA 001-04
FLA 005-06
FLA 005-18
PER 002-01
PER 002-07
PER 002-03
PER 005-01
PER 005-07
CAE BM 20
CAE BM 07
CAE BM 10
CAE BM 17
CAE BM 23
GLA 10 DF
GLA 03 DF
GLA 22 DF
GLA 16 DF
GLA 11 DF
GLA 12 DF
ANO 046V
ANO 002-01
ANO 072V
ANO 089V
MAN 049
MAN 054
MAN 037
MAN 045
POR 001 P8
POR 001 P11
POR 001 P12
POR 002 P7
JAC 004
JAC 02

JAC 01

JAC 05
A4525-01 DF B15 P1

Manihot sp.

Manihot sp.

Manihot violacea
Manihot violacea
Manihot flabellifolia
Manihot flabellifolia
Manihot flabellifolia
Manihot flabellifolia
Manihot flabellifolia
Manihot peruviana
Manihot peruviana
Manihot peruviana
Manihot peruviana
Manihot peruviana
Manihot caerulescens
Manihot caerulescens
Manihot caerulescens
Manihot caerulescens
Manihot caerulescens
Manihot glaziovii
Manihot glaziovii
Manihot glaziovii
Manihot glaziovii
Manihot glaziovii
Manihot glaziovii
Manihot anomala
Manihot anomala
Manihot anomala
Manihot anomala
Manihot sp.

Manihot sp.

Manihot sp.

Manihot sp.

Manihot sp.

Manihot sp.

Manihot sp.

Manihot sp.

Manihot jacobinensis
Manihot jacobinensis
Manihot jacobinensis
Manihot jacobinensis

Manihot sp.

27
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Tabela 1. Continuacao.

71 A4594-01 DF B15 P13 Manihot sp.

72 A4590-02 DF B15 P22 Manihot sp.

73 W856-02 DF B15 P8 Manihot sp.

74 M212-02 DF B15 P17 Manihot sp.

75 M146-06 DF B15 P30 Manihot sp.

76 CTMO04-CNPMF B5 P24 Manihot sp.

77 CTMO03-CNPMF B5 P23 Manihot sp.

78 CTMO1-CNPMF B5 P21 Manihot sp.

79 LOY06-CNPMF B5 P06 Manihot sp.

80 LOY02-CNPMF B5 P02 Manihot sp.

81 ANOO056V- 01 B9 P32 Manihot anomala
82 LOYO07 B5 PO7 Manihot sp.

83 COMDF 11 Manihot sp.

84 VELHO LAGO-02 B5 P34 Manihot sp.

85 ADEO3 B5 P11 Manihot sp.

86 ADEO1 B5 P10 Manihot sp.

87 COMPOSITI Manihot compositifolia

5.2.2 Genotipagem via marcadores SSR

As reacOes de amplificacdo via PCR foram completadas para o volume final
de 15 uL contendo os seguintes reagentes: 10 ng de DNA, tamp&o de PCR 1X
(Invitrogen), 1,5 mM (Mix 2) ou 2,5 mM (Mix 5) de MgCI2 (Tabela 2), 0,2 mM de
dNTP, 0,2 mM de cada iniciador, 1U da Taq DNA Polimerase. As amplificacdes
foram conduzidas em termociclador Applied Biosystems com o0 seguinte programa
de PCR: um ciclo inicial de desnaturacdo a 94 °C por 3 min; 27 ou 30 ciclos a 94 °C
por 40s, 60°C por 40s (essa temperatura variou de acordo com a temperatura de
anelamento —Ta - de cada primer), 72 °C por 60s; e extensao final a 72 °C por 5min.

Foram utilizados quatorze iniciadores de SSR (Tabela 2). A eletroforese foi
realizada em gel de agarose 3% e coloracdo com brometo de etideo, visualizados
sob luz UV e fotografado em sistema fotodocumentacao (Vilber Lourmat). O
tamanho dos fragmentos foi determinado com marcador de peso molecular 50 pb

(Promega).
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Tabela 2: Condicdes de reacao e amplificacéo dos Iniciadores de SSR.

Nome do iniciador Ta* Mix** Nome do iniciador Ta* Mix**

SSRY 12 58 2 SSRY 103 58 5
SSRY 27 55 2 SSRY 105 60 5

EME 59 58 2 SSRY 106 58 2
SSRY 77 58 5 SSRY 165 58 5
SSRY 81 55 2 SSRY 170 50 2
SSRY 82 55 2 EME 425 55 2
SSRY 101 58 2 EME 445 60 2

* Ta: Temperatura de anelamento do iniciador; **Vide anexo.

5.2.3 Analise dos dados

Os fragmentos foram genotipados com base no seu tamanho em pares de
bases (pb), em comparacdo com padrdo de peso molecular ladder 50-pb (New
England Biolabs).

As estimativas que caracterizam os locos, como o numero de alelos por loco,
heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He) e conteudo
informativo (PIC - Polymorphic information content) foram obtidas com o auxilio do
programa PowerMarker (Liu e Muse, 2005).

A matriz de distancia genética, a estruturacdo da diversidade genética e o
dendrograma foram obtidas pelo programa PowerMarker, com o uso do método
UPGMA.

5.3 Resultados e Discussao

O numero de alelos obtidos foi 83, com média de 8,3 alelos por iniciador. O
maior nimero de alelos foi identificado nos iniciadores SSRY 12 e SSRY 81 (13
alelos) e o menor nimero no iniciador SSRY 106 (4 alelos) (Tabela 3).

Dos 14 iniciadores SSR testados, 10 iniciadores (71,42%) detectaram
polimorfismo nos acessos avaliados, um iniciador foi monomorfico (EME 445) nao
sendo incluido na analise, assim como outros trés que nao apresentaram
amplificacdo para nenhum dos acessos avaliados (Figura 1).

Muhlen et al. (2000) estudaram a variabilidade genética de 54 etnovariedades

de mandioca originarias de quatro regides brasileiras por meio de marcadores
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microssatélites e o0s resultados demonstraram que 97,96% dos iniciadores
apresentaram polimorfismo. No presente trabalho foram utilizados em espécies
silvestres, iniciadores desenvolvidos para a espécie cultivada, o que pode explicar o
fato de alguns iniciadores nao ter apresentado amplificagéo.

Apesar do valor um pouco menor de polimorfismo encontrado nesse trabalho,
a transferabilidade dos iniciadores mostraram-se eficazes em espécies silvestres.
Segundo Marquez-Lema et al., (2010), a transferabilidade entre espécies
aparentadas é possivel devido a natureza homdloga da sequéncia de nucleotideos
das regides flanqueadoras.

Wanyera et al. (1992) usando polimorfismo de 13 locos isoenzimaticos,
analisou a variabilidade genética de 20 plantas de M. glaziovii, 20 clones de
mandioca e 49 clones da arvore de mandioca (“Tree Cassava’), coletadas na
Nigéria, e encontraram maior diversidade entre as arvores de mandioca, seguido
por M. glaziovii e menor variabilidade entre os clones de mandioca. Isso indica que
espécies silvestres apresentam variabilidade tanto ou mais que a espécie cultivada
(Ribeiro et al., 2011).
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Figura 1. Padrdo de amplificacdo do Iniciador SSRY 12. M: Marcador de peso
molecular 50 pb (Bio Labs), amostras 1 a 40, acessos de espécies silvestres de
Manihot de acordo com a ordem da Tabela 1. Seta vermelha: banda amplificada no

gel de agarose 3%.

O conteddo de informacédo de polimorfismo (PIC) variou de 0,48 para o
iniciador EME 425 a 0,86 para o iniciador SSRY 12, com média de 0,71.
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A correlacdo entre o niamero de alelos e o PIC foi alta (r= 0,898, p<0,005),
isso sugere que iniciadores com maior numero de alelos apresentam maior

capacidade de diferenciagéo entre os acessos analisados.

Tabela 3. Iniciadores microssatélites, sequéncia dos primers forward (F) e reverso
(R), niumero de alelos e conteudo de informacéo de polimorfismo (PIC). Cruz das
Almas, 2012.

Iniciadores SSR Sequéncia (F/R) (5’ — 3) N° de Alelos PIC
SSRY 12 aactgtcaaaccattctacttgc/gccagcaaggtttgctacat 13 0,8687
SSRY 77 aggaggtggcagattttgt/gcatgttccacctgcataag 6 0,6036
SSRY 81 ggcgatttccatgtcatgctt/tgattttctgcgtgatgage 13 0,8391
SSRY 82 tgtgacaataccaccgacagga/caccatcggcattaaactttg 8 0,8091
SSRY 101 ggagaataccaccgacagga/acagcagcaatcaccatttc 6 0,6590
SSRY 103 tgagaaggaaactgcttgcac/cagcaagaccatcaccagttt 8 0,7698
SSRY 105 caaacatctgcacttttggc/tcgagtggcttctggtcttc 9 0,7649
SSRY 106 ggaaactgcttgcacaaagal/cagcaagaccatcaccagttt 4 0,4951
SSRY 165 aaatgagttgcaaaggccaa/ggtaaacaaatgatgtggtgttc 11 0,8079
EME 425 Cctccacaaccttatcaatca/cggtagccatagccataaca 5 0,4896

Total 83 7,1068
Média 8,3 0,7107

A heterozigosidade variou de 0,0698 a 0,3452 para os iniciadores SSRY 106
e SSRY 81, respectivamente. Demonstrando que o iniciador SSRY 81 contribuiu de
forma significativa em detectar a variabilidade genética entre os acessos.

O dendrograma das similaridades genéticas baseado em dados SSR, obtido
pelo método UPGMA, encontra-se na Figura 2. No agrupamento dos acessos, 0S
subgrupos formados corroboram em boa parte os resultados encontrados na
literatura (Chacon et al., 2008; Deputié et al., 2011; Allem, 2002).

O dendrograma apresenta dois grandes grupos. O primeiro, formado por
apenas quatro espécies, reune os parentes silvestres da mandioca (M. esculenta) e
M. compositifolia Allem, espécies comuns em areas de floresta ombrdfila (Allem,
1989; 1994), e um acesso ndo identificado (FRF). Allem (1989) incluiu M.
compositifolia na se¢ao Peruvianae Rogers & Appan, a qual circunscreve plantas
caulescentes, trepadeiras de florestas ombrofilas. Esse resultado, no entanto, difere
do obtido por Duputié et al. (2011), onde M. compositifolia aparece proxima das

espécies arboreas de caatinga M. glaziovii, M. dichotoma e M. caerulescens.
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Observacgdes de campo relacionadas as caracteristicas morfolégicas supdem
que os acessos identificados como FRF sejam provéaveis hibridos, e de acordo com
os resultados desse trabalho, derivados de alguma das subespécies de Manihot
esculenta, haja vista sua grande proximidade com acessos dessa espécie.

O segundo grupo engloba os demais acessos e divide-se em dois grandes
subgrupos. O subgrupo Il engloba espécies de cerrado e campo rupestre, que
apresentam bracteas foliaceas ou semifolidceas, e apenas uma espécie da caatinga
(M. dichotoma), que possui bracteas setaceas. Dentre as espécies de Cerrado, M.
irwinii, M. tomentosa, M. cecropiefolia e M. violacea, além do mesmo habitat,
compartilham o mesmo habito, arbustivo, e o tipo de bracteas. Segundo Duputié
(2011), as relactes filogenéticas entre as espécies de Manihot estdo diretamente
relacionadas a sua distribuicdo. As duas Ultimas espécies pertencem a mesma
secado dentro do género, o que confirma a proximidade encontrada. Contudo, dados
oriundos de trabalhos ainda ndo publicados, tém apontado a possivel inclusdo de M.
tomentosa na secdo Quinquelobae, juntamente com as trés espécies citadas.

Acessos de uma espécie provavelmente nova para a ciéncia, tratada nesse
estudo com a sigla de campo COM-DF, ficaram localizados no mesmo grupo das
espécies que fazem parte da secdo Quinquelobae. Esses acessos apresentam
caracteristicas morfolégicas que as aproximam das espécies da secao
Quinguelobae, sobretudo, no tipo de inflorescéncia racemosa; o que pode explicar
seu posicionamento proximo das espécies M. violacea e M. cecropiaefolia, no
presente estudo.

O subgrupo Il foi formado por espécies de porte arbéreo e, em maioria,
endémicas da Caatinga do Nordeste do Brasil. Esse subgrupo englobou além de
acessos de M. glaziovii e M. caerulescens, um acesso de M. anomala e outros
identificados com cddigo de campo CTM, MAN, LOY e A4590-02. Esses outros
acessos possuem também habito arboreo com frutos e sementes de tamanho meédio
a grande, quando comparado com outras espécies que fazem parte do género.
Essas caracteristicas morfolégicas combinadas aos dados oriundos da analise
molecular apontam para uma provavel relagdo genética entre os acessos ainda ndo
classificados (CTM, MAN, LOY e A4590-02) e as espécies M. glaziovii e M.
caerulescens.

Dois subgrupos formados por espécies arboreas ficaram ao lado do grupo

irmao composto por acessos de M. jacobinensis. A explicagcdo mais congruente com
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os resultados é o fato de que a grande maioria desses acessos pertence a espeécies
gue ocorrem em ambiente de Caatinga.

O hibrido pornuncia ficou relacionado com outros acessos de identificagdo de
campo (Velho lago e ADE); ambos considerados provaveis hibridos de M. esculenta.

A espécie M. anomala foi a que apresentou 0s acessos mais dispersos em
subgrupos diferentes. Morfologicamente, essa espécie possui uma grande
plasticidade fenotipica. Contudo, a anélise molecular ndo permite essas conclusées.
Sendo assim, outros tipos de estudos em conjunto com a verificacdo da

classificacéo botanica serdo necessarios para uma definicdo mais precisa.
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obtido pelo método UPGMA a partir da matriz de

dissimilaridade genética entre 87 acessos de espécies silvestres de Manihot,

utilizando um total de 83 alelos a partir de marcadores SSR. NUmero das

amostras de acordo com a Tabela 1.
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5.4 Conclusoes

A diversidade presente nos acessos que compde a colecdo de espécies
silvestres de Manihot podera ser explorada dentro do programa de melhoramento da
mandioca da Embrapa Mandioca e Fruticultura, visando principalmente a
transferéncia de genes de interesse para a espécie cultivada.

Os pares de primers desenhados para a espécie Manihot esculenta Crantz sao
transferiveis dentro do género Manihot. Esses altos niveis de transferabilidade
indicam uma distancia genética ndo muito grande entre as espécies, colaborando
com trabalhos que sugerem a origem recente do género.

Os resultados encontrados contribuem, sobretudo, no relacionamento das
espécies presentes na colecdo, mas que ainda nao foram classificadas
botanicamente, gerando informacfes que auxiliardo taxonomistas na possivel
identificacdo dos acessos.

Mesmo considerando-se as contribuicdbes ao conhecimento atual, o género
Manihot demanda ainda estudos taxonbmicos, ja que questdes relativas a

delimitacdo do género ainda nao foram satisfatoriamente respondidas.
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6. CAPITULO II: INFERENCIAS TAXONOMICAS EM ESPECIES DA SECAO
Quinquelobae COM USO DE DESCRITORES MORFOLOGICOS E
MARCADORES SSR

6.1 Introducao

O género Manihot Mill. (Euphorbiaceae) é representado por 98 espécies
sendo a regido Neotropical, mais especificamente o Brasil, o0 maior centro de
diversidade do grupo, com cerca de 80% das espécies (Rogers & Appan, 1973).

O género atualmente é dividido em 19 secdes; 13 ocorrem no Brasil (Rogers
e Appan, 1973). Estudos recentes (Chacon et al, 2008; Duputié et al, 2011)
baseados em dados moleculares, no entanto, tém apontado diversas incongruéncias
nessa classificacdo e evidenciado uma grande influéncia biogeogréafica na filogenia
do grupo, com espécies de caatinga e de cerrado formando grupos distintos e bem
sustentados.

A secdo Quinquelobae é a segunda maior do género segundo Rogers e
Appan (1973), englobando 14 espécies arbustivas. Allem (1984) admite, no entanto,
apenas 10 espécies para essa secao, e altera significativamente a circunscricdo de
Manihot violacea que para o autor inclui também as espécies M. cecropiaefolia, M.
divergens (ambas do cerrado) e M. jacobinensis (restrita a caatinga). Para essa
analise o autor utilizou dados morfoldgicos, anatdmicos e palinolégicos, incluindo
ainda um extenso trabalho de campo.

A Embrapa Mandioca e Fruticultura conta atualmente com cerca de 30
espécies silvestres de Manihot, que crescem em campo ou em casas de vegetacao.
Dentre elas, quatro pertencem a secdo Quinquelobae. A manutencdo dessas
espécies visa sua utilizagcdo em estudos de melhoramento genético, conservagéo e
taxonomia .

Descritores morfolégicos correspodem a base de todo e qualquer estudo
realizado com acessos contidos em bancos ou cole¢des de germoplasma, uma vez
que visa a obtencdo de dados para descrever, identificar e diferenciar acessos
dentro de espécies, classes ou categorias (Vicente et al., 2005).

Os marcadores genético-moleculares permitem gerar grande quantidade de
informacdes sobre a identidade genética, a diversidade, a frequéncia génica e os
relacionamentos filogenéticos dos recursos genéticos de determinado grupo ou
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taxon, provendo estratégias racionais para o melhoramento, coleta de germoplasma,
conservacgao e utilizacdo de recursos genéticos (Faleiro, 2007).

Segundo Ledo et al. (2009) o estudo da diversidade genética quando baseada
em dados quantitativos e qualitativos simultaneamente, tem se mostrado mais
eficiente do que a analise dos dados separadamente. Essa estratégia de analise
individual é questionada, em razdo de as distancias genéticas entre 0s acessos
serem calculadas em funcdo do tipo de variavel utilizada, se quantitativa ou
qualitativa. A utilizacdo do algoritmo de Gower (1971), na obtencdo das estimativas
de dissimilaridade, tem-se apresentado como ferramenta Util, pois permite a andlise
simultanea dessas variaveis.

Para o género Manihot, informacBes moleculares sdo de grande relevancia,
principalmente agregada a informac¢des morfoldgicas, ecologicas e anatdmicas,
proporcionando uma analise mais criteriosa dos resultados e permitindo o
esclarecimento das relagdes filogenéticas entre as espécies.

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo morfoldgica e molecular
de 30 acessos do género Manihot, visando estudar a diversidade e a taxonomia da

secao Quinquelobae.

6.2 Material e Métodos

A colecao de espécies silvestres de Manihot da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, localizada em Cruz das Almas, Bahia, conta atualmente com cerca de
30 espécies de Manihot, dentre estas, quatro pertencentes a se¢do Quinquelobae:
M. cecropiaefolia Pohl, M. irwinii D.J. Rogers e Appan, M. jacobinensis Mull. Arg. e
M. violacea Pohl. A espécie M. esculenta ssp. flabelifolia (Pohl) Cifferi foi incluida no
estudo como testemunha. M. tomentosa Pohl e uma espécie tratada neste estudo
com o codigo de campo Manihot COMDF, também foram incluidas por apresentarem
similaridades com as espécies da se¢do Quinquelobae; especialmente se tratando
das principais caracteristicas morfoldgicas definidas para a se¢cdo. O numero de
acessos disponivel para cada espécie variou de dois a cinco e ao todo somaram 30.

Todas estavam em estagio adulto (Tabela 4).
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6.2.1. Analise morfologica

Os descritores morfologicos utilizados seguiram metodologia proposta por
Fukuda e Guevara (1998), com ajuste para algumas caracteristicas especificas das
espécies silvestres, como tipo de inflorescéncia, pilosidade, habito da planta e

posicdo da inflorescéncia (Tabela 5).

Tabela 4. Espécies de Manihot, codigo dos acessos e habitat dos 30 acessos de

espécies silvestres de Manihot utilizados. Cruz das Almas, 2012.

Espécies Cddigo Habitat

. . CEC13; CEC25;
M. cecropiaefolia Pohl Cerrado
CEC1931; CEC1935

o - FLAO4; FLA0O26; FLAOS;
M. esculenta ssp. flabelifolia (Pohl) Cifferi Cerrado
FLAO7; FLA1S;

IRWAO02703; IRWA02707,

M. irwinii D.J. Rogers e Appan IRWA02712; IRWAO02716; Cerrado
IRWA02720
M. jacobinensis Mull. Arg. JACOL; JACO2Z; JACOS; Caatinga e Campo rupestre
JACO05
M. violacea Pohl VI010; VIO14 Cerrado
TOMO00123; TOM00131;
M. tomentosa Pohl TOMO00142; TOMAO0305; Cerrado
TOMO00106
COMDFO01; COMDFO02;
Manihot COMDF COMDF03; COMDFO07; Campo rupestre
COMDF09

Tabela 5. Descritores morfoldgicos utilizados para caracterizagdo dos 30 acessos de

espécies silvestres de Manihot utilizados. Cruz das Almas, 2012.

Descritores Quantitativos:

Altura da planta Expresso em cm
Altura da primeira ramificacao Expresso em cm
Comprimento do |6bulo central Expresso em cm
Comprimento do peciolo Expresso em cm
Largura do I6bulo central Expresso em cm

Niveis de ramificagao
Numero de hastes
Relagcdo Comprimento/Largura do l6bulo

Retencao foliar Expresso em %
Descritores Qualitativos:
Comprimento da filotaxia 3= curto; 5= médio; 7=longo

Cor da epiderme do caule 1=creme; 2=marrom claro; 3=marrom escuro; 4=laranja



Tabela 5. Continuagéo.

Cor da folha apical
Cor da folha desenvolvida

Cor da nervura

Cor do peciolo
Cor dos ramos terminais em plantas adultas
Cor externa do caule

Forma do l6bulo central

Habito da planta

Habito de crescimento do caule
Habito de ramificacdo

Numero de lébulos

Pilosidade da planta

Posi¢do da inflorescéncia

Posi¢do do peciolo

Pubescéncia do broto apical
Sinuosidade do lébulo foliar
Tamanho da inflorescéncia
Tipo de inflorescéncia

Tipo de planta
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3=verde claro; 5=verde escuro; 7=verde arroxeado; 9=roxo
3=verde claro; 5=verde escuro; 7=verde arroxeado; 9=roxo
3=verde; 5=verde com vermelho em < 50%; 7= verde com
vermelho em > 50%; 9=toda vermelha
1=verde-amarelado; 2=verde; 3=verde-avermelhado; 5=
vermelho-esverdeado; 7= vermelho; 9= roxo
3=verde; 5=verde-arroxeado; 7=roxo 9=alaranjado
3=laranja; 4= verde amarelado; 5=dourado; 6=marrom claro;
7= prateado; 8=cinza; 9=marrom escuro
1=ovdide; 2= eliptica-lanceolada; 3=obovada-
lanceolada;4=oblonga-lanceolada; 5=lanceolada; 6=reta ou
linear;7=pandurada; 8= linear-piramidal; 9=linear-
pandurada;10=linear-hostatilobada; 11= obtusa; 12=truncada
3=decumbente ; 5=ereta
1=reto; 2= zig-zag
1= ereto; 2= dicotbmico; 3= tricotbmico; 4=tetracotdbmico
1=trés; 3=cinco; 5=sete; 7=nove; 9=onze
3= sem pilosidade ; 5= pouca; 7= muita
3= pendente ; 5= ereta
1=inclinado para cima; 3=horizontal; 5=inclinado para baixo;
7=irregular
O=ausente; 1= presente
3= liso; 7= sinuoso
3= curta ; 5= média ; 7= longa
3=panicula ; 5=racemo
1= compacta; 2=aberta; 3= guarda-sol; 4= cilindrica

6.2.2 Anéalise molecular

O DNA total foi extraido de folhas jovens dos 30 acessos com uso do método

CTAB descrito por Doyle & Doyle (1990), com modificacbes, conforme anexo 1. A
avaliacdo da quantidade e da qualidade do DNA foi realizada pela anélise
comparativa das amostras em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio,
e as amostras foram diluidas em &gua ultrapura e padronizadas para uma

concentracéo final de 2,5 ng pL.

6.2.3 Genotipagem via marcadores SSR

As reacgOes de amplificacdo via PCR foram completadas para o volume final
de 15 uL contendo 10 ng de DNA, tampéo de PCR 1X (Invitrogen), 1,5 mM (Mix 2)
ou 2,5 mM (Mix 5) de MgCI2 (Tabela 2), 0,2 mM de dNTP, 0,2 mM de cada iniciador,
1U da Taq DNA Polimerase. As amplificagcdes foram conduzidas em termociclador
Applied Biosystems com um ciclo de desnaturacdo a 94 °C por 3 min; 27 ou 30
ciclos a 94 °C por 40s, 55, 56, 58 ou 60°C por 40s, 72 °C por 60s; e extenséo final a
72 °C por 5min.
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Foram utilizados quatorze iniciadores de SSR (Tabela 2). A eletroforese foi
realizada em gel 3% de agarose e coloragcdo com brometo de etideo, visualizados
sob luz UV e fotografado em sistema fotodocumentacdo (Vilber Lourmat). O
tamanho dos fragmentos foi determinado com marcador de peso molecular 50 pb

(Promega).

6.2.3 Andlise dos dados morfologicos, moleculares e morfo-moleculares

Para os dados morfologicos foi realizada analise de agrupamento
considerando os descritores quantitativos e qualitativos simultaneamente, segundo o
algoritmo de Gower (Gower, 1971). O agrupamento hierarquico a partir da matriz de
distancias genéticas foi obtido pelo método Ward-MLM. Para a definicdo do nimero
de grupos utilizou-se o critério do ponto de fusdo, segundo Mingoti (2005). A
validacdo dos agrupamentos foi determinada por meio do calculo do coeficiente de
correlacao cofenético (Sokal e Rohlf, 1962). A matriz de distancia genética utilizando
o algoritmo de Gower foi obtida pelo programa SAS — Statistical Analysis System
(SAS Institute, 2006) e o dendrograma de dissimilaridade pelo programa Statistica
7.1 (Statsoft, 2005).

Para os dados moleculares os fragmentos foram genotipados com base no
seu tamanho, em pares de bases (pb), em comparacdo com padrdao de peso
molecular ladder 50-pb. A matriz de distdncia genética, a estruturacdo da
diversidade genética e o dendrograma foram obtidas pelo programa PowerMarker,
utilizando a matriz de distancia combinada.

Foi calculado o coeficiente de correlacdo cofenética (CCC) entre a matriz de
dissimilaridades genéticas e a matriz dos valores cofenéticos. O niumero de alelos
por loco e conteddo informativo (PIC - Polymorphic information content) foram
obtidos com o auxilio do programa PowerMarker (Liu & Muse, 2005).

Para a analise conjunta, as caracteristicas quantitativas e qualitativas
(multicateg6rica e molecular) foram analisadas simultaneamente usando o método
de agrupamento Ward-MLM, considerando a matriz conjunta obtida a partir do
algoritmo de Gower. A matriz de distancia genética utilizando o algoritmo de Gower
foi obtida pelo programa SAS. Foi calculado o coeficiente de correlacdo cofenético e
para obtencdo do dendrograma foi utilizado o programa Mega 4.1 (Tamura et al.,
2007).
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6.3 Resultados e Discussao

Foram utilizados 14 iniciadores SSR para a caracterizagdo dos 30 acessos do
género Manihot. Dos 14 iniciadores testados 10 detectaram polimorfismo. Resultado
semelhante foi relatado por Ribeiro et. al.(2011), trabalhando com iniciadores
microssatélites em mandioca, em que dos 14 iniciadores utilizados 12 detectaram
polimorfismo. O iniciador EME 445 foi monomoérfico e trés iniciadores né&o
detectaram amplificacdo em nenhum dos acessos.

O numero de alelos obtidos foi 57 com média de 5,7 alelos por iniciador. O
maior nimero de alelos foi identificado nos iniciadores SSRY 12 e SSRY 81 (10
alelos) e o menor nimero no iniciador EME 425 (2 alelos). O conteudo de
informacgao de polimorfismo (PIC) variou de 0,14 para o iniciador EME 425 a 0,84
para o iniciador SSRY 81, com média de 0,47 (Tabela 6).

Tabela 6. Iniciadores microssatélites, sequéncia dos primers forward (F) e reverso
(F), numero de alelos e contetdo de informacgdo de polimorfismo (PIC). Cruz das
Almas, 2012.

Iniciadores SSR Sequéncia (F/R) (5 - 3) N° de Alelos PIC
SSRY 12 aactgtcaaaccattctacttgc/gccagcaaggtttgctacat 4 0.478284
SSRY 77 aggaggtggcagattttgt/gcatgttccacctgcataag 5 0.542595
SSRY 81 ggcgatttccatgtcatgctt/tgattttctgcgtgatgagce 3 0.454185
SSRY 82 tgtgacaataccaccgacagga/caccatcggcattaaactttg 10 0.822953
SSRY 101 ggagaataccaccgacaggal/acagcagcaatcaccatttc 10 0.844899
SSRY 103 tgagaaggaaactgcttgcac/cagcaagaccatcaccagttt 6 0.689529
SSRY 105 caaacatctgcacttttggc/tcgagtggcttctggtcettc 6 0.69487
SSRY 106 ggaaactgcttgcacaaagal/cagcaagaccatcaccagttt 5 0.604211
SSRY 165 aaatgagttgcaaaggccaa/ggtaaacaaatgatgtggtgttc 6 0.655458
EME 425 Cctccacaaccttatcaatca/cggtagccatagccataaca 2 0.145139

Total 57 0.593212
Média 5.7 0.478284

O coeficiente de correlacdo cofenético (0,92**) foi maior na andlise que
considerou os dados quantitativos, categoricos e moleculares simultaneamente,
através do método Ward-MLM. Para dados morfolégicos o CCC foi (0,82**) e para
dados moleculares (0,82**). Conforme sugerem Bussab et al. (1990), analises de

agrupamento sao aceitaveis se produzirem um CCC a partir de 0,80.
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Em todas as analises Manihot esculenta ssp. flabellifolia foi a mais divergente
quando comparada com as demais espécies, apresentando uma distancia de fusédo
entre os demais grupos relativamente alta. A distincdo de Manihot esculenta ssp.
flabellifolia ja era esperada por esta espécie ser considerada entre os mais proOxXimos
ancestrais da mandioca e relacionada as espécies da secdo Heterophyllae (Duputié
et al., 2011; Allem, 2002, 1999; Olsen, 2002,).

Os acessos da espécie identificada com o cédigo de campo M. COMDF
formou um grupo & parte estando préximos em todas as andlises aos grupos das
espécies Manihot violacea e Manihot cecropiefolia (espécies da secado
Quinquelobae). Essa espécie apresenta caracteristicas que a aproximam das
demais da secao Quinquelobae; sobretudo a coloracéo das folhas e a inflorescéncia
racemosa, mas difere quanto ao porte mais elevado, a inflorescéncia longa
(atingindo mais de 30 centimetros) e a distribuicdo restrita a Chapada Diamantina,
uma vez que, com excecdo de M. jacobinensis, as demais espécies desta secao
ocorrem no cerrado do estado de Goias e no Distrito Federal. Essas diferencas
reforcam a hipétese de que essa espécie seja um novo tdxon e sugere que mais
estudos sejam feitos nesse sentido.

Manihot violacea aparece em todas as analises com maior proximidade com
M. cecropiaefolia (Figura 3, 4 e 5). Allem (1984) coloca M. cecropiaefolia como uma
variedade de M. violacea com base nas caracteristicas da epiderme de suas folhas.
As caracteristicas anatbmicas usadas pelo autor para esse novo tratamento, como
tipo do complexo estomatico e ornamentacao da cera epicuticular, ndo foram usadas
no presente estudo, o que dificulta qualquer posicionamento conclusivo.

Além de M. cecropiefolia, Allem (1984) considera mais duas variedades e
uma subespécie para M. violacea (M. violacea var. violacea, M. violacea var.
divergens e M. violacea subsp. jacobinensis). Entretanto, Rodrigues (2007)
reconhece para o Distrito Federal apenas duas variedades, M. violacea var. violacea
e M. violacea var. cecropiefolia, diferenciando-as pela inflorescéncia brotridide ou
panicula, forma da base foliar e auséncia ou presenca de verticilos de bracteas na
base da inflorescéncia. Rogers e Appan (1973) também fazem a distincdo com base
na inflorescéncia, considerando as variedades violacea (uma inflorescéncia simples)
e cecropiefolia (um aglomerado de inflorescéncias) como espécies distintas, porém
relacionadas. No presente trabalho, ndo foram identificadas paniculas em nenhuma
destas variedades. No entanto, foram detectadas diferengcas no formato dos lobos
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foliares, no comprimento das inflorescéncias e formato das bracteas, evidenciando
distincbes morfoldgicas entre esses materiais.

Os resultados desse trabalho corroboram a proximidade entre as duas
espécies, o que é reforcado pela sua proximidade geografica e sugerem que mais
estudos sejam feitos a fim de esclarecer o seu posicionamento.

Em todas as analises a proximidade da espécie M. irwinii com M. tomentosa é
identificada. M. tomentosa faz parte da secdo Grandibracteatae; diferente da secao
de M. irwinii (Sect. Quinquelobae), contudo, compartilha o0 mesmo habito arbustivo e
habitat (cerrado) dessa espécie. Duputié et al. (2011) apresentam resultados
semelhantes, com M. tomentosa proxima a M. irwinii, M. cecropiaefolia e M.
violacea. Esses resultados sugerem que essa espécie possa ser incluida na secéo
Quinguelobae, uma vez que a se¢do Grandibracteatae aceita por Rogers e Appan,
(1973) € monoespecifica.

Manihot jacobinensis mostrou maior similaridade com M. violacea em apenas
uma das analises (Figura 4), o que coloca em duvida seu posicionamento como
subespécie de M. violacea como sugerido por Allem (1984). Manihot jacobinensis
ocorre na caatinga nordestina, em meio a vegetacdo arbustiva, e na Chapada
Diamantina, enquanto M. violacea ocorre no cerrado. Duputié et al. (2011) sustentam
gue as espécies de Manihot podem assumir formas distintas desde que estejam em
ambientes diferentes e sugerem cautela na diferenciacdo das espécies do género.
Ao mesmo tempo 0s autores apontam como relevante a influéncia biogeografica
para a filogenia do grupo. A diferenciacdo morfolégica (Figura 3) dessas espécies
em cultivo na colecdo da Embrapa, portanto, no mesmo ambiente, associada a sua
ocorréncia na natureza, parece sustentar seu reconhecimento enquanto espécies

distintas.
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Figura 3. Dendrograma obtido pelo método Ward, a partir da dissimilaridade

genética entre 30 acessos de Manihot, utilizando descritores morfolégicos. Linha

indica ponto de corte de acordo com a distancia de fuséo.
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Figura 4. Dendrograma obtido pelo método Ward, a partir de dados moleculares
obtidos de 30 acessos de Manihot, utilizando marcadores SSR. Cada espécie esta
identificada com um simbolo distinto. 1-5 (IRW), 6-10 (TOM), 11-15 (COM DF), 16-

19 (CEC), 20-21 (VIO), 22-24 (JAC) e 26-30 (FLA).
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Figura 5. Dendrograma obtido pelo método Ward, utilizando dados morfoldgicos,

categoricos e de marcadores SSR simultaneamente de 30 acessos de Manihot.
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6.4 Conclusdes

Os microssatélites delimitaram grupos de espécies com forte
correspondéncia biogeografica.

O posicionamento taxondmico de M. cecropiaefolia ainda € incerto e mais
estudos sdo necessarios para uma definicdo mais precisa. A sustentacdo da secao
Grandibracteatae deve ser revista a partir da similaridade entre M. tomentosa e as
demais espécies da secdo Quinquelobae.

A morfologia e distribuicio de Manihot jacobinensis sugerem seu
reconhecimento como taxon distinto de M. violacea. A espécie com cddigo de
campo M. COMDF pode, de fato, tratar-se de um novo tadxon e seu posicionamento
nas andlises demonstra uma possivel relacdo com as espécies da secdo

Quinguelobae.
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ANEXO |

PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA EM TECIDO VEGETAL (MINI-PREP)

(Doyle & Doyle, 1987, com modificacdes)
SOLUCAO TAMPAO DE EXTRACAO

SOLUCOES/REAGENTES/CONC. FINAL V. FINAL 10 mL
CTAB a 10% 2,0 % 2,0 mL
NaCla5M 1,4 M 2,8 mL
Tris HCl a 1M pH 8,0 0,1M 1,0 mL
EDTAa0,5M 20 mM 400 pL
2-mercaptoetanol 0,4 % 40 pL
PVP (Polivinilpirrolidona) 1,0 % 0,19
H,O de milli-Q 3,76 mL

. Coletar as amostras de folhas de plantas, de preferéncia jovens e saudaveis,
evitando areas atacadas por pragas e doencas. De modo geral deve-se lavar
as folhas em &gua corrente, usando sempre que necessario detergente.

Enxaguar com 4gua destilada e secar com papel toalha.

Macerar 300 mg do tecido vegetal em almofariz na presenca de nitrogénio

liquido ou diretamente no tubo usando um micro-pistilo.

. Transferir a amostra para tubo de eppendorf de 2 mL e adicionar 700 pL da
solugcéo tampéao de extracdo a 65°C. Homogeneizar suavemente, por inversao,

durante 5 minutos.

Incubar os tubos em banho-maria a 65°C por 45 minutos, e homogeneizar a

cada 15 minutos.
Retirar do banho-maria.

. Adicionar 700 pL de cloroférmio: alcool Isoamilico (24:1), e homogeneizar

suavemente.
. Centrifugar por 10 minutos a 10.000 rpm.
. Coletar o sobrenadante e transferir para novos tubos.

. Adicionar 700 pL de cloroférmio: alcool Isoamilico (24:1), e homogeneizar

suavemente.
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Centrifugar por 10 minutos a 10.000 rpm.
Coletar o sobrenadante e transferir para novos tubos.

Adicionar 450 pL de alcool Isopropilico (gelado). Tem que ser equivalente a
aproximadamente 2/3 do volume coletado. Homogeneizar suavemente, incubar
a (-20°C) por 20 minutos.

Centrifugar por 10 minutos a 12.000 rpm.

Ressuspender o DNA isolado em 600 pL de tampédo TE (Tris-HCI 10 mM, pH
8,0; EDTA 1 mM) e adicionar 200 pL de acetato de amoénio a 7,5 M.

Fechar o tubo e misturar suavemente por inversao para homogeneizar a

solucdo. Incubar no gelo por 15 minutos.

Centrifugar por 15 minutos a 12.000 rpm. Transferir o sobrenadante para um

novo tubo.

Adicionar 800 pL de ETANOL ABSOLUTO ao sobrenadante e misture

suavemente por inversao. Incube por 1 hora a -20°C.
Centrifugar por 10 minutos a 12.000 rpm.

Lavar o precipitado com etanol 70% gelado (v/v) (500 pL) e centrifugar

novamente nas mesmas condi¢cdes anteriores por 3 minutos.

Secar o precipitado e dissolver em 100 pL de tampao TE (Tris-HCI 10 mM, pH
8,0; EDTA 1 mM) + 1 pL de RNAse (10 mg/ml).

Colocar na estufa a 37°C durante 1 hora.

Armarzenar o DNA a -20°C .
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ANEXO I

Tabela 7: Reagentes para preparo do Mix 2 para PCR.

Reagentes Vol. Final 15 pL Quantidade (1 amostra)
Agua Mili-Q 5,85uL
dNTP 2,5mM 0,2mM 1,2uL
Tampao 10x 1X 1,5uL
MgCI2 — 50mM 2,5mM 0,45uL
Tag (4U/uL) 1U 0,5uL
Primer R/F (2mM) 0,2mM 1,5uL
DNA 2,5 ng/uL 10ng 4ulL

Tabela 8: Reagentes para preparo do Mix 5 para PCR.

Reagentes Vol. Final 15 pL Quantidade (1 amostra)
Agua Mili-Q 5,55uL
dNTP 2,5mM 0,2mM 1,2uL
Tampao 10x 1X 1,5uL
MgCI2 — 50mM 2,5mM 0,75uL
Tag (4U/uL) 1U 0,5uL
Primer R/F (2mM) 0,2mM 1,5uL

DNA 2,5 ng/uL 10ng 4uL




