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VIATERIAL E METODOS

Foram analisados 27 acessos (Tabela 1), sendo 12 com caracteristicas da variedade "Pioneira’
(BGMC 982), 13 da "Japonesa’ (BGMC 751) mantidos em bancos de germoplasma e cultivados em
diferentes Nucleos Rurais do Distrito Federal. A Figura 1 ilustra aspectos fenotipicos das variedades
Pioneira e Japonesa e produtores dos Nucleos Rurais do DF que fazem parte da pesquisa participativa
realizada na Embrapa Cerrados. Foram tambem analisados os acessos BGMC 753 e o BGMC 1054
gue apresentam caracteristicas fenotipicas semelhantes entre si e diferentes das variedades
"Pioneira’ e 'Japonesa’.

Folhas de cada acesso foram coletadas e o DNA gendmico extraido utilizando o metodo do CTAB,
com modificacOes (Faleiro et al., 2003). Amostras de DNA de cada material genético foram

INTRODUGA®Q

A presenca de variabilidade fenotipica entre acessos pode ter como base as diferencas
geneticas, mas também pode ocorrer devido a plasticidade, ou seja, a possiveis ajustes que a planta
pode exibir em resposta as variacoes do ambiente (interacao genotipo x ambiente). Para avaliar as
diferencas geneéticas inter e intra-especificas, o uso de marcadores moleculares tem sido uma
Importante alternativa, fornecendo informacoes Uteis para o entendimento das complexas relacoes
geneéticas entre 0s acessos, bem como para caracterizar e resolver problemas de ambiglidade em
colecOes de germoplasma (Carvalho et al., 2001).

OP TIET”VO amplificadas para obtencao dos marcadores RAPD. As reacOes de amplificacao foram feitas em um
O D)Ql b r / O volume total de 13 uL, contendo Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCI2 3 mM, 100 uM de cada
um dos desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,4 uM de um primer (Operon

Analisar a origem (genetica ou devido a plasticidade) de diferencas fenotipicas verificadas em Technologies Inc., Alameda, CA, EUA), uma unidade da enzima Tagq polimerase e, aproximadamente,
acessos da variedade ‘Pioneira’ e da ‘Japonesa’ cultivados no Distrito Federal e avaliar a variabilidade 15 ng de DNA. Para obtencio dos marcadores RAPD foram utilizados 11 primers decameros: OPD7,
genética de acessos morfologicamente similares as variedades "Pioneira’ e 'Japonesa’ mantidos no OPD8, OPD16, OPE20, OPF1, OPGS8, OPG9, OPG17, OPH12, OPH16 e OPH17. Apés a amplificacso,
banco de germoplasma da Embrapa Cerrados utilizando marcadores moleculares do DNA. foram adicionados, a cada amostra, 3 ul de uma mistura de azul de bromofenol (0,25%) e glicerol

(60%) em agua. Essas amostras foram aplicadas em gel de agarose (1,2%), corado com brometo de
etidio, submerso em tampéo TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM). A separacao eletroforética foi de,
aproximadamente, quatro horas, a 90 volts. Em seqguida, os géis foram fotografados sob luz UV.

Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de dados binarios, a partir da qual
foram estimadas as distancias genéticas entre os diferentes acessos, com base no complemento do
coeficiente de similaridade de Nei & Li, utilizando-se o Programa Genes (Cruz, 1997). A matriz de
distancias genéticas foi utilizada para realizar a dispersdo grafica baseada em escalas
multidimensionais usando o metodo das coordenadas principais, com auxilio do Programa SAS (SAS
Institute Inc, 1989) e do Programa Statistica (Statsoft Inc., 1999).

Tabela 1. Acessos de mandioca analisados no trabalho.

N° Acesso N° Acesso N° Acesso
1 ‘Pioneira’ BGMC 261 10 ‘Pioneira’ NR Sé&o Jose P2 19 ‘Japonesa’ NR Sobradinho
2 ‘Pioneira’ BGMC 861 11 ‘Pioneira’ NR Tabatinga P1 20 ‘Japonesa’ NR Santos Dumont
3 ‘Pioneira’ BGMC 880 12 ‘Pioneira’ NR Tabatinga P2 21 ‘Japonesa’ Bica do DF
4  ‘Pioneira’ BGMC 904 13 ‘Japonesa’ BGMC 751 22 ‘Japonesa’ NR Santos Dumont
_ 5 ‘Pioneira’ BGMC 982 14 ‘Japonesa’ BGMC 759 23 ‘Japonesa’ NR Corrego do Atoleiro
= 6 ‘Pioneira’ BGMC 1051 15 ‘Japonesa’ BGMC 779 24 ‘Japonesa’ NR Tabatinga
" ._ =] di 7 ‘Pioneira’ NR Rio Preto P1 16 ‘Japonesa’ BGMC 824 25 ‘Japonesa’ Paulo Cardoso
G e e SR B e N e R N e o SERNS O R B - 8 ‘Pioneira’ NR Rio Preto P2 17 ‘Japonesa’ BGMC 825 26 BGMC 753
Figura 1. Aspectos fenotipicos das variedades Pioneira (A) e Japonesa (B), produtores dos Nucleos Rurais do DF que 9 ‘Pioneira’ NR S3o José P1 18 ‘Japonesa’ BGMC 873 27 BGMC 1054

fazem parte da pesquisa participativa (C e D), raizes da Pioneira (E) e foto do BAG da Embrapa Cerrados (F). NR — Nucleo Rural

RESULTADOS

Os 11 primers decameros geraram um total de 130 marcadores RAPD,
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Tabela 2. Primers utilizados para obtencao dos marcadores RAPD e

perfazendo uma media de 11,8 marcadores por primer. Destes, 52 (40,0%) respectivos numero de bandas polimorficas e i e R
. . . e monomorficas. ot i s ' 1
foram monomarficos (Tabela 2). A Figura 2 ilustra os produtos de amplificacao 5 s b w0 B e BE R G
1 : , - - Primer SequUéncia5® 3’ N°®de bandas N°de bandas . g . b= &8 5 ) 11 -
gerados com a utilizacao do primer OPD-16. As distancias genéticas entre os q polimérficas monomérficas -yt § ¥ E ...
: ; : Dimmaira e OPD-07 TTGGCACGGG 13 2 T BRalE | oy g - -
acessos relacionados a variedade "Pioneira’ variaram de 0,026 a 0,197 e entre OPD-08 GTGTGCCCCA 8 - . B ‘ t ! - : - "3
- N ' o dictAnci OPD-16 AGGGCGTAAG 7 6 » oo o - e B _
0S acessos relacionados a ‘Japonesa’ de 0,031 a 0,150. Tais distancias OPE.20 AACOOTGACK 2 1 %= Q { 4 » ; : ] a®
genéticas evidenciam que diferencas fenotipicas verificadas entre acessos da OPF-01 ACGGATCCTG 10 0 ’ 4 'z . -
S . . _ N OPG-08 TCACGTCCAC 15 2 g 4 : I EP R -t =
Pioneira' e entre acessos da "Japonesa’ podem ter origem genetica. Dentro OPG-09 CTGACGTCAC 7 5 - :
. . e , OPG-17 ACGACCGACA 3 7
dos acessos morfologicamente relacionados a "Pioneira’ o acesso do Nucleo OPH-12 ACGCGCATGT 4 4
: : : A OPH-16 TCTCAGCTGG 2 4 _ e .
Rural de Tabatinga P2 (N° 11) foi o que apresentou maiores distancias OPH-17 CACTCTCCTC 5 5 Figura 2. Produtos de amplificacdo de DNA gendmico de 27 acessos de
genéticas em relacdo aos demais acessos. Dentro dos acessos relacionados & TOTAL 78 52 mandioca gerados com a utilizagao do primer OPD-16. Os numersos
) ' ) _ dos acessos correspondem aos apresentados na Tabela 1
Japonesa', o acesso N° 24 do mesmo Nucleo Rural foi o que apresentou
maiores distancias genéticas em relagcdo aos demais acessos. 014 1
O grafico de disperséo (Figura 3) obtido com base na matriz de distancias | 7
;g . - , .- . . 0,10 | o
geneticas ilustra a proximidade genética entre os acessos relacionados a | i
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variedade ~ Pioneira' (1 a 12) e entre 0s acessos relacionados a "Japonesa’ (13 006 | . g o .
. : : , L ' - .o 5 12 - ©
a 25), entretanto evidencia as diferencas genéticas do acesso N° 11 em i ° o 3, o
=~ A D, . | = AN T | . 3
relacéo a "Pioneira’ e do acesso N° 24 em relacédo a "Japonesa’. Os acessos o V4| o
BGMC 753 (26) e o BGMC 1054 (27) utilizados como referéncia ficaram em % | &e
. - . . . . .. . 2 00z} s 7
posicoes distintas do grafico evidenciando as diferencas genéticas entre si e | a % o .0
o~ - N | - - ] N | ] 200
em relacao aos acessos relacionados a 'Pioneira’ e a '"Japonesa’. 008 | - .
: C e L. Rl y.
A origem da variabilidade genéetica dentro dos acessos da mesma | - | |
iedade d Ihor i tiaad tretant Vel f ~ 010 | e Figura 3. Dispersao grafica de 27 acessos de
variedade deve ser melhor investigada, entretanto uma possivel explicacao é a 10 | . _ mandioca com base na matriz de
ocorréncia de cruzamentos dentro da mesma variedade, originando sementes | : distancias genéticas calculadas
: . - 014 —— : * . e ‘ I ‘ utilizando-se 130 marcadores RAPD. Os
e plantas que durante o0s sucessivos plantios adquiriram uma vantagem 0,22 0,16 0,10 0,04 0,02 0,08 .
o numeros dos acessos correspondem aos
competitiva. Coord. 1 apresentados na Tabela 1.
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