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RESUMO - Com o objetivo de analisar a variabilidade genética em populagdes naturais, foram estudados 14
acessos de Manihot pseudoglaziovii, coletados no estado da Paraiba na microrregido Curimatat Paraibano, além de
um acesso de M. esculenta Cranz (mandioca) e de um hibrido natural entre essas duas espécies. Cinco plantas de
cada acesso foram multiplicadas através de estaquia e em seguida cultivadas em uma area experimental em
condigdes padronizadas, para se ter uma exteriorizagdo homogéneca de cada genétipo. Foram testados dois métodos
de extragdio do DNA. O protocolo de extragdo usando o detergente CTAB possibilitou obter produtos limpos, menos
viscosos e oxidados. Na andlise de variabilidade genética foram usados um total de 10 iniciadores @rimers), e
apenas 3 produziram bandas OPD2, OPD3 e OIPDS, o iniciador OPD2 apresentou maior percentagem de
polimorfismo seguido do OPD3, com valores de 30,7% e 42,8%, respectivamente. Estes iniciadores podem
discriminar diferengas moleculares entre os acessos de manigoba e de duas espécics afins.

Palavras Chaves: Reagiio em cadeia da polimerase, diversidade genética, Manigoba.

GENETIC DIVERSITY EVALUATION OF ACCESSES
MANICOBA (Manihot pseudoglaziovii PAX & HOFFMANN.)
AND OF TWO SIMILAR SPECIES OF FORAGER INTEREST
BY RAPD

ABSTRACT -With the objective to analyze the genetc variability in natural populations, 14 accesses of Manihot
had been studied pseudglaziovii, collected in the state of the Paraiba, in the microregion Curimatat Paraibano,
beyond an access of M. esculenta Cranz (cassava) and a natural hybrid between these two species. Five plants of
each access had been multiplied through statue and after that cultivated in an experimental area in standardized
conditions, to have a homogeneous exteriorizacion of each genotype. The otimizagdocion of the protocol of
extraction of the DNA of some accesses of manigoba and of two similar species of forager interest and to verify the
genetic variability through the amplification with molecular markers RAPD saw PCR. Two methods of extraction
of the DNA had been tested. The extraction protocol using detergent CTAB made possible to get clean products,
less viscous and oxidized. In the analysis of genetic variability they had been used in a total of 10 starters (primers),
and only 3 had produced bands, starter OPD2, OPD3 and OPDS8 presented greater percentage of polymorphism
followed of the OPD2, with values of 30,7% and 42,8%, respectively. These primers can discriminate molecular
differences between the accesses of manigoba and two similar species.

Key words: Polymerase Chain Reaction, genetic diversity, Manigoba, extraction.
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INTRODUCAO

O nome manigoba tem sido usado para
designar algumas espécies do género Manihot,
existe uma certa discrepincia, nas informagdes
dos estudiosos, com relacdo a classificagdo
botédnica das plantas como espécies ou variedades
de uma mesma espécic (SALVIANO &
NUNES, 1991). A identificagdo das diferentes
variedades de manicoba com caracteristicas
forrageiras através da taxonomia tradicional é
dificultada por varias razdes: os fendtipos, com
grande variedade de acordo as condigdes
ccologicas, que existe em grande numero de
populagdes que se reproduzem vegetativamente e
sexualmente; a existéncia de numerosos hibridos,
como por exemplo, em muitas das espécies que
florescem durante o mesmo periodo do ano ¢ que
ndo estio separadas por barreiras bioldgicas
(SCHEINVAR, 1995). Além disso, a manigoba é
predominantemente encontrada em forma
silvestre e em ércas cultivadas de pequenos
agricultores que a selecionam e identificam,
dessa forma uma mesma variedade pode receber
mais que uma denominag¢do, podendo haver um
mesmo nome para diferentes espécies.

Até 0 momento, nenhum estudo foi publicado
sobre 0 uso de marcadores moleculares de DNA
para estimar a diversidade genética na manigoba,
Este marcador, bascado em variagdes de
seqliéncias de DNA tem demonstrado ser uma
ferramenta extremamente efetiva para
mapeamento e diagnosticos genéticos, taxonomia
molecular, andlise de integridade genética,
estudos evolutivos ¢ estudos citologicos para
confirmar o modo de reprodugiio por apomixias
versus autopolinizagdo, hapldides por
partenogénese ou fertilizagdo cruzada. As
vantagens no uso desses marcadores residem no
fato deles existirem em numero praticamente
ilimitado, ndo estarem sujeitos a cfcitos
pleitrépicos, epistaticos ou ambientais e poderem
ser determinados em qualquer tipo de tecido ou
estagio de desenvolvimento da planta
(MICHELMORE & HULBERT, 1987). Esses
marcadores, quando combinados a caracteristicas
fenotipicas, fornecem um bom quadro para
agrupamento de gendtipos e para o planejamento
de cruzamentos. Além disso, podem auxiliar na
avaliacio da redundincia e deficiéncias das
colegdes de germoplasma (FERREIRA &
GRATTAPACLIA, 1996).

Reagdes em cadeia de Polymerase (PCR) foi
conhecida por Mullis & Faloona (1987), sendo
um método de amplificagio de DNA de
segmentos especificos, podendo ser facilmente

detectado a olho nu em gel de eletroforese
através de corantes especificos. A reagdo baseia-
se na sintese enzimatica in virro de milhdes de
copias de um segmento especifico de DNA na
presenga da enzima DNA polymerase. Sua reagio
baseia-se no anelamento e extensdo enzimatica
de oligonucleotideos (pequenas moléculas de
DNA de fita simples) utilizados como iniciadores
(“primers”) que delimitam a seqiiéncia de DNA
de fita dupla alvo da amplificagdo.

Para que tenha éxito o PCR depende
justamente da habilidade das enzimas copiadoras
de DNA permanecerem estaveis em alta
temperatura. Atualmente, é utilizada a DNA
polimerase isolada da bactéria hipertermofilica
Thermus aquaticus (SAIKI er al.,1998), sendo
denominada Taq polimerase.

O processo de PCR consiste em trés etapas. A
primeira ¢ a desnaturagéio , onde a fita dupla de
DNA alvo é€ desnaturada pela elevacdo da
temperatura para 96°C, sendo dividida em duas
fitas simples. Em seguida a temperatura diminui
para 55°C aonde os primers vdo se anelar as
seqii€ncias complementares no DNA. Na terceira
etapa a temperatura ¢ novamente elevada para
75°C para que a Tag polimerase trabalhe melhor,
adicionando nucleotideos a partir dos primers
fazendo uma copia completa dos moldes.

Os segmentos de DNA sio sintetizados em
uma progressdo geométrica, pois a cada ciclo
origina-se um novo segmento a partir do inicial e
de cada um dos segmentos ja produzidos no ciclo
anterior (BORBA, 2000). Este ciclo é repetido
umas 30 vezes,onde depois de algumas horas
tem-se mais de um milhdo de copias de um
determinado segmento de DNA. O resultado da
amplificacdo de dcidos nucléicos por PCR pode
ser facilmente visualizado por eletroforese em gel
de agarose, o sucesso da amplificagcio depende
das condig¢des de reagio, da pureza dos reagentes
utilizados e dos diferentes pardmetros da reacio
(BORBA, 2000).

Existem diferentes tipos de marcadores de
acordo com o nivel da expressdo. Os marcadores
morfologicos, sdo observados no ultimo nivel da
expressdo do carater. Ja os marcadores
bioquimicos, ou isoenzimas, detectam o
polimorfismo da molécula de DNA, sendo
importantes marcadores, pois sdo utilizados em
todas as espécies de plantas. E os marcadores
moleculares, que operam no DNA sdo os
sistemas mais dirctos, onde a andlise ¢ feita
diretamente na macromolécula portadora de toda
a informagdo genética. Entdo se pode definir
como marcador molecular todo e qualquer
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fenotipo molecular oriundo de um gene expresso,
como no caso de isoenzimas, ou de um segmento
especifico de DNA (FERREIRA &
GRATTAPACLIA, 1998).

Os marcadores moleculares tém demonstrado
ser uma ferramenta efetiva para o mapeamento e
diagnésticos genéticos, taxonomia molecular,
andlises da integridade genética e estudos
evolutivos (CARNEIRO,1997). A tecnologia de
DNA recombinante ¢ o desenvolvimento da
amplificagdo de segmentos de DNA via PCR,
abriram o caminho para uma mudanca no
paradigma genético basico. O estudo de genoma
de plantas tem se beneficiado, sobretudo, dos
avancos obtidos na drea de genética humana.
Métodos  estatisticos acompanham este
desenvolvimento, ¢ tem permitido a manipulagdo
de enormes quantidades de dados genéticos
(Ferreira & Grattapaglia, 1998),

A técnica de Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD), foi desenvolvida
independentemente  por dois grupos de
pesquisadores nos EUA. Williams er al. (1990),
RAPD, que é baseado na reagio de “Polymerase
Chain Reaction” (PCR), com duas caracteristicas
distintas:  utiliza pequenas seqiiéncias de
oligonucleotideos de DNA de fita simples,
“primers”, ao invés de um par de “primers” tem
seqiiéncia arbitraria com cerca de 50-80% de G +
C, a seqiiéncia alvo ¢ desenvolvida. As diferengas
de apenas um par de bases (mutagdes de ponto)
sio suficientes para causar a ndo
complementaridade do “primer” com o sitio de
iniciagdo e assim impedindo a amplificagio de
um segmento (WILLIAMS er al.,1993).

O polimorfismo genético detectado pelos
marcadores RAPD tem natureza bindria, isto &, o
segmento amplificado (banda no gel) esta
presente ou ausente. Devido a grande quantidade
de DNA produzido, podem ser visualizados
diretamente na forma de uma banda em gel de
cletroforese, corados com brometo de etidio e
observados na luz ultravioleta (WILLIAMS et
al 1990 ; FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1996).

A técnica de RAPD tem grandes vantagens
em relagdo as outras técnicas moleculares. Nesta
técnica é necessaria de uma quantidade minima
de DNA para a analise genotipica de um
individuo (da ordem de dezenas de nanogramas),
Permite ainda gerar uma grande quantidade de
polimorfismo de segmentos de DNA, distribuidos
por todo o genoma do organismo, oferecendo a
possibilidade de mostrar regides de DNA
repetitivos, uma vez que os “primers” utilizados
para a detecgdo da variagdo ao nivel de DNA sio
arbitrarios. RAPD retine, portanto, a si mplicidade
da visualizagio direta dos marcadores de DNA.
Alem disso e uma técnica mais simples ¢ rapida
do que o RFLP, pois ndo necessita de
informagdes sobre o DNA alvo (CARNEIRO,
1997).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como
objetivo prover os forragicultores e melhoristas
com uma ferramenta que possibilite ndo apenas a
identificagio taxondmica precisa de uma
importante forrageira nativa, como também
aperfeigoar a utilizagio dessas espécies.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido em condigdes de
campo no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), em
Areia-PB. O  municipio  localiza-se na
microrregido do Brejo Paraibano, a uma altitude
de 618m, situando-se entre as coordenadas
geograficas 06° 57°48” de altitude sul e 35°
41°30” de longitude oeste de Greenwich, com
clima quente e tmido ¢ precipitagio anual de
1200 mm, com médias de temperaturas maximas
de 28°C e minimas de 21°C.

Foram obtidos 14 acessos de Manihot
pseudglaziovii com diferencas visuais distintas,
coletados ao longo da rodovia Br 104 entre os
Municipios de Remigio e Barra de Santa Rosa,
estado da Paraiba. Também foram incluidos, para
comparagdo, um acesso de M esculenta Cranz
(Mandioca) e um hibrido natural entre essas duas
espécies (pornuncia), ambos provenientes do
municipio de Areia (Tabela 1).

Tabela 1. Identificagio dos acessos de manigoba e de duas espécies afins.

Identificacio da amostra &Eécie
2.amostra Mandioca
3.amostra Manigoba
6.amostra Manigoba
9.amostra Manigoba
10.amostra Manigoba
13.amostra Manigoba
14. amostra Manipeba
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Cinco plantas de cada acesso foram
multiplicadas através de estaquia e em seguida
cultivadas em uma 4rea experimental em
condigdes padronizadas de adubagdo ¢ rega, para
se ter uma exterioriza¢do homogénea de cada
gendtipo. De cada acesso foram preparadas
exsicatas que encontram-se depositadas no
Herbario Prof. Jayme Coelho de Moraes (CCA/
UFPB).

Inicialmente foi realizada a producdo de
mudas de manigoba, estas mudas foram feitas
através de estaquia, com tamanho de 30 cm e
com corte em Bisel na parte inferior. As mudas
foram transplantadas para sacos de polietileno
preto (23 x 13 cm), onde permaneceram por 3
meses, sendo, em seguida, transplantadas para o
campo de produgdo, em um solo classificado
como Latossolo Vermelho-Amarelo Eutrofico,
apresentando  as  seguintes  caracteristicas
quimicas: pH 5.0, P(mg/dm’) 5,47, K(mg/dm')-
42,08, Al'(cmol/dnT)- 0,25, Ca™*(cmol/dnt)-
0,90, Mg'(cmol/dnr’)- 0,90, CTC (cmol/dn?)-
4,23 e MO (g/dm')-10,39.

O solo foi preparado mediante limpa do
terreno e preparo das covas, e aplicagdo de 1,0 t/
ha de calcario dolomitico.

A adubacdo orginica de fundagio foi feita
uma semana antes do plantio, de acordo com a
recomendagdo do Laboratério de Quimica e
Fertilidade do Solo, aplicando-se 1,8 kg de adubo
orginico por cova. O plantio foi realizado em
covas num espagamento de 1,5 m entre plantas e
2,0 m entre blocos.

Foram realizados os tratos culturais como
rcgas, capinas com auxilio de enxadas, e
aplicagdo de defensivos agricolas para o controle
de formigas e dcaros.

O experimento foi conduzido em um
delineamento de blocos casualizados com 16
tratamentos e cinco repetigdes.

De cada planta estudada foram retiradas 2
folhas jovens para extragio do DNA no
Laboratério de Biologia Molecular de Plantas do
DBM/CCEN/UFPB.

Extracdo de DNA

Foram utilizados dois diferentes protocolos na
extragdo de DNA.

Primeiramente foi seguido o protocolo
definido por Dellaporta (1983). Foram
transferidas amostras de 250 mg de tecido
vegetal, para o pildo e adicionado 300 pL da
solugdo 1-(mais 2-Bmercaptoctanol, na
quantidade de 7 pL/ 10mL) — As folhas foram
maceradas, e a mistura foi transferida para

microtubos de 2 mL e incubada & temperatura
ambiente por 5 minutos. Em seguida foi
adicionado 20 pL da solu¢do 2 e a mistura foi
homogeneizada e levada a banho-maria a 65°C
por 10 minutos. Depois de retirada do banho—
maria foi adicionado 200 pL da Solugio 3 e a
mistura foi agitada vigorosamente e incubada no
gelo por 20 minutos. Decorrido este tempo a
mistura foi centrifugada a 14000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi retirado e transferido
para novos microtubos (1,5 mL) ¢ o DNA foi
precipitado pela adigdo de 800 uL de isopropanol
a 20 °C, a mistura foi homogeneizada
vagarosamente ¢ incubada a -20°C por 30
minutos. O precipitado foi lavado com 1 mL de
etanol 70% e imediatamente centrifugado a
14000 rpm por 3 minutos. Sendo entio o
precipitado seco a temperatura ambiente, com os
microtubos invertidos em papel toalha. O
precipitado foi ressuspendido em 300 pL de
tampéio TE, e centrifugado a 14000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi transferido para
novos microtubos (1,5 mL) e foi adicionado 33
pL da solugdo de acetato de sodio a4 3M e 900 puL
de etanol absoluto (gelado) e foi homogeneizado
vagarosamente. A  seguir a mistura foi
centrifugada a 14000 rpm por 5 minutos ¢ o
precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70%
(gelado). Por ultimo o precipitado foi colocado
para secar a temperatura ambiente por 15-30
minutos ¢ ressuspendido em 50 pL de tampio TE
e foi armazenado a —20°C até sua utilizagio.

O segundo protocolo ¢ baseado na utilizagio
do detergente CTAB (Doyle & Doyle, 1987).
Amostras de 250 mg de tecido vegetal, foi
transferido para o pildo e adicionado 700 pL da
solugdo de extragdo CTAB (mais 1 % de 2-
Bmercaptoetanol). A folhas foram maceradas e
em seguida a mistura foi transferida para
microtubos (2mL), e levada a banho — maria a
65°C por 30 minutos. Depois de retirada do
banho — maria esperou-se esfriar por 5 minutos a
temperatura ambiente. Foi adicionado 700 pL de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), invertendo
cuidadosamente durante 5 minutos. A mistura foi
centrifugada a 14000 rpm por S5 minutos, e o
sobrenadante foi retirado (430 pL) para novo
microtubos (1,5 mL).

Em seguida foi adicionado a mistura 430 pL
de cloroférmio/dlcool isoamilico (24:1) e
centrifugado a 14000 rpm por 5 minutos.
Novamente foi retirado o sobrenadante e
transferido para novo microtubos (1.5mL). A
mistura entdo foi precipitada com 2/3 do volume
de isopropanol a —20°C, sendo homogeneizada
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vagarosamente e incubada a -20°C por 30
minutos. A mistura foi centrifugada a 14000 rpm
por 3 minutos. O precipitado foi lavado com 1 ml
de etanol 70% (gelado) no shaker por 20
minutos,e centrifuigado a 14000 rpm por 3
minutos, duas vezes consecutivas. Decorrido esse
tempo foi centrifugada a 14000 rpm por 5
minutos e o precipitado foi seco a temperatura
ambiente por 10 minutos. Em seguida foi
adicionado 500 pul de NaCl a I M,

O pellet foi dissolvido ao méximo, aquecendo
0 microtubos em banho—maria a 65°C. A mistura
foi incubada por 30 minutos a 4 °C. Entdo foi
centrifugada a 14000 rpm por 10 minutos, e o
sobrenadante transferido para novo microtubos e
precipitado com 2/3 do volume de isopropanol e
incubado por 45 minutos a — 20°C. Em seguida a
mistura foi centrifugada a 14000 rpm por 3
minutos e o pellet foi lavado com 1 mL de etanol
(gelado) no shaker por 20 minutos, duas vezes. E
por tltimo o precipitado foi seco a temperatura
ambiente por 15-30 minutos e ressuspendido em
50 pL de tampdo TE, e armazenado a —20°C até
sua utilizacdo.

concentracdo de DNA de cada amostra foi feita a
leitura na absorbancia com comprimento de onda
de 260 nm,que mede a quantidade de &cidos
nucléicos presente na amostra, em seguida a
leitura foi feita na absorbéncia de 280 nm, que
mede a quantidade de polissacarideos na amostra.
E por altimo a leitura feita no comprimento de
onda de 310 nm, que estima a presenca de
compostos fendlicos e/ou de proteinas. A leitura
nessa absorbincia tem que ser baixa préxima de
zero, mostrando assim que as amostras estio
puras. A razdo entre as leituras Asg € Asg em um
DNA puro deve estar entre 1,8 ¢ 2,0. Razio
menor significa contaminagdo com proteinas,
razio maior indica contaminagio com fenol
(ROMANO, 1998).

Reagio em Cadeia de Polimerase (PCR) e
Eletroforese.

A reagio de amplificacio foi baseada no
protocolo estabelecido por Kary Mullis (IQBAL
et al., 1997). Cinco primers de fita Ginica (Tabela
2), foram utilizados para a reacio em cadeia de
polimerase (PCR).

Para a amplificagdo foi utilizado um volume

Tabela 2. Iniciadores (primers) com suas correspondentes seqliéncias de nucleotideos.

Iniciador (primer)

Seqiiéncia

OPDI
OPD2
OFPD3
OPD4
OPD3
OPD6
OPD7
OPDS8
OPD9
OFDI10

5’ -ACC GCG AAG G -3
5'-GCA CCC AACC -3
§’-GTC GCC GTCA -3’
5' -TCT GGT GAG G - 3
5" -TGA GCG GAC A -3’
5’ -ACC TGA ACG G _ 3’
5-TTG GCA CGG G 3’
5-GTG TGC CCC A_3’
5’-CTC TGG AGA C_3’
5-GGT CTA CACC 3’

Foram efetuadas duas extragdes do DNA/
cultivar para que fosse utilizada a extragdo de
melhor resultado para a amplificagio por PCR.

Quantifica¢do por espectrofotometria

Para a determinac@o da concentragiio de DNA
foi utilizada a leitura em espectrofotémetro,
medindo-se a absorbdncia em comprimento de
onda de 260 nm (Asg), € a concentragdo foi
determinada pela seguinte formula (ROMANO,
1998):

[DNAJ= 50pg/mL x D x A260

onde o D € o fator de dilui¢do usado para fazer a
leitura no espectrofotometro.

Foi utilizado para a preparagdo da amostra
995 pL de agua Mili-Q e 5 uL da amostra de
DNA (diluigdo 1: 200). Para se obter a

final de 50uL, contendo os seguintes
componentes em suas concentragdes finais; Sng/
nL da amostra de DNA; 25uL. de PCR Master
Mix (0,Sunitis/'mL Taq polimerase (pH 8,5);
400uM de dATP, dGTP, dCTP, dTTP e 3mM de
MgCl2); 15uL de Nuclease- Free Water; 10uM
de primer. A mistura foi coberta com 50uL de
6leo mineral para ndo ocorrer evaporagéo durante
a reacio.

As amplificagées foram feitas em um
termociclador (M J Research, Mini Cyclerpy)
utilizando a seguinte programacio: Primeiro ciclo
com temperatura a 94°C por | min, seguido de 40
ciclos a 94°C por | min, 36°C por | min e 72°C
por 2 min (desnaturacio, anelamento e extensio,
respectivamente). A reacdo foi finalizada com um
ciclo a 72°C por 4 min, e mantida a 4°C por 15
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minutos. A amostra foi armazenada a —20°C até
sua utilizagdo.

Para a separagiio dos fragmentos de DNA
amplificados por PCR, foi utilizado cuba de
eletroforese (85 x 60 mm) contendo 30 mL de gel
de agarose a 1.2% em tampdo TBE 0,5X e 2uL
de Brometo de etidio (10mg/mL). As amostras de
corrida foram preparadas utilizando-se 8 uL da
amostra de PCR misturados com 3 pL do corante
de corrida (4,0 g de glicose, 0,025 g de azul de
bromofenol, 0,025 g de xileno cianol ¢ 10 mL de
agua destilada) e 4 pl. do marcador de peso
molecular |Kb misturado com 2 pL do corante
de corrida. As amostras foram corridas a 70 volts,
aproximadamente por 40 minutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Estabelecimento do protocolo de extragio de
DNA.

O protocolo proposto por Dellaporta et al
(1983), para a extracdo de DNA de plantas do
genero  Manihot, ndo obteve resultados
satisfatorios. As amostras (pellets) de DNA
ficaram muito grandes, viscosas e com uma
coloragdo marrom, no final do processo. Um
sinal de excesso de contaminantes (FERREIRA
& GRATTAPAGLIA, 1998). Na quantificagio
das amostras por espectrofotometria (Tabela 3), a
razdo entre as leituras de Aygnm e Asgenim, que

Asjg, € a relacAo de Aog/Asgy apresentaram
valores entre 1,8 — 2,0 indicando auséncia de
compostos  fendlicos, contaminagdo  com
proteinas e carboidratos (ROMANO, 1998).

A utilizagio de CTAB a 2% auxiliou no
processo de remoc¢do de polissacarideos, assim
mesmo a utilizagio de PVP a 1% e 2-
Bmercaptoetanol a 1% beneficiaram na qualidade
do DNA, reduzindo as agdes de endonucleases e
diminuindo a atividade enzimatica de peroxidases
e polifenoloxidases (CARNEIRO, 1997). Para a
obtengdo de DNA mais limpo foi utilizado
também, uma lavagem com NaCl a IM ¢ duas
lavagens adicionais com dlcool a 70% por 20
minutos. Isto é recomendado quando se observa
um pellet de DNA muito grande, viscoso e/ou
escuro (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1998).

Andlise de RAPD

A amplificacdo, através do PCR das amostras
de DNA dos acessos de manigoba e de duas
espécies afins com 10 diferentes iniciadores
foram corridas por eletroforese em gel de agarose
a 12% e fotografada no Imager Master,
(Pharmacia Biotech), e esta informagio foi
analisada para observacdo da nivel molecular dos
cultivares.

Foram 10 iniciadores (primers) utilizados, €
apenas 3 iniciadores (OPD2, OPD3 ¢ OPDS8),

Tabela 3. Leituras de absorbédncia e quantificagio das amostras de DNA (Manicoba), extraidos pelo

método de Dellaporta et, al (1983).

Amostra Absorbéancia (nm) Razdo
/ /
Azen Aazgo Asio Azo/Azio S
1.Amostra 12,600 8,700 0,0015 1,448 0,732ug/uL
2.Amostra 4,095 2,018 0,0079 2,029 0,786pg/pL

mede a pureza das amostras, mostrou valores
abaixo do esperado. Uma provavel explicagao,
para esse resultado seria a contaminagdo das
amostras por compostos fenolicos, nas amostras
em que a razdo foi maior que 2,0, e nas amostras
em que a razdo foi menor que 1,8 estavam
contaminadas com proteinas (ROMANO, 1998).
A coloragdo marrom é devido a oxidagdo dos
compostos fendlicos, em agentes oxidantes que
danificam o DNA.

O protocolo de extragdo de DNA usando o
detergente CTAB possibilitou obter produtos
menos viscosos e oxidados. A quantificacdo das
amostras de DNA por espectrofotometria (Tabela
4), apresentaram valores proximo de zero na

produziram bandas. Os 3 iniciadores
apresentaram um total de 22 bandas, com uma
média de 7,1 bandas por iniciador, incluindo 8
bandas polimérficas. O numero de bandas por
iniciador variou de 2 a 13 bandas. Os outros
iniciadores ndo produziram fragmento
amplificado, enquanto que o iniciador OPD2
produziu o maior nimero de fragmentos
amplificados 13 e 4 bandas polimorficas.
Enquanto que o iniciador OPD8 produziu 2
fragmentos amplificados e nenhuma banda
polimérfica. O iniciador OPD3 produziu 6
fragmentos amplificados e 1 fragmento com
bandas polimorficas. Assim observamos, que o
iniciador OPD3 apresentou maior percentagem
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Tabela 4. Leituras de absorbincia e quantificacdo das amostras de DNA extraidos pelo método de

CTAB (Doyle & Doyle,1987).

Amostra Absorbancia Razdo Aze/ Ao [DNA]ug/ul
Azo Ay Asie

2.mandioca 1,1285 0,6062 0,0086 1,861 0,99ug/pL
3.mani¢oba 1,5712 0,7923  0,0129 1,983 1,0pg/ul
6.manigoba 0,6791 0,3629 0,0001 1,871 0,96pg/uL
9.manigoba 0,4087 0,2266 0,0049 1,803 0,95pg/ul
10.manigoba 0,6059 0,3240 0,0018 2,001 0,95ug/pul
13.manigoba 0,5843 0,3082  0,0090 1,895 0,95ug/pL
14.manipeba 0,6483 0,3509  0,0063 1,847 0,99ug/ul

de polimorfismo seguido do OPD2, com valores
de 42,8% e 30,7%, respectivamente (Tabela 5).

Manihot pseudglaziovii Paz & Hoffm. Ji as
amostras 10 e 13 apresentaram diferengas

Tabela 5 Produtos da amplificagdo através de RAPD - PCR das amostras de DNA dos acessos de
manigoba e de duas espécies afins, usando 10 iniciadores.

Total de bandas Numero de % de

[niciador Seqiiéncia 5°- 3° amplificadas polimorfismo palimortismo
OPDI 5-ACC GCG AAG G- ¥ - - -
OPD2 5-GCA CCC AACC-3 13 -+ 30,7%
OPD3 5°-GTC GCC GTC A- 3’ 7 3 42,8%
OPD4 5-TCTGGTGAG G- ¥’ - -
OPD35 5-TGAGCGGAC A- ¥’ - - -
OPD6 5" ACCTGAACGG ¥ - - -
OPD7 5 _TTG GCACGGG 3’ - B -
OPD8 5" GTGTGC CCCA ¥ 2 1 50%
OPDY 5" CTCTGG AGA C 3’ - - -
OPDI10 5" GGTCTACACC 3’ - - -

O tamanho e a distribuicdo das bandas moleculares das amostras anteriormente
amplificadas usando os 10 iniciadores estio referenciadas. Podendo ser descritos como

descritas na tabela 7 e sdo observados nas figuras
I, 2 e 3. Foi observado que os iniciadores
geraram uma série de bandas polimérficas se
estendendo de 450 pb até 1850 pb (OPD2).

Os resultados obtidos com o iniciador OPDS§
que apresentou 2 1 bandas polimorfica, sendo
esta de | polimorfica, com peso molecular de
950 pb nas amostras 3¢ 10 13.

A separagiio dos fragmentos, amplificados via
RAPD - PCR, em gel de eletroforese revelaram
diferengas moleculares entre as amostras do
género manihot: mandioca, mani¢oba e
manipeba, Com o aparecimento de bandas
semelhantes, com o0 mesmo peso molecular, nas
amostras 3, 6 e 9 (manigcoba) estas amostras
comprovam ser mesma uma unica espécie

variedades diferentes de Manihot pseudglaziovii
Paz & Hoffm.

Com a separagio dos fragmentos,
amplificados via RAPD - PCR, em gel de
eletroforese revelaram diferengas entre os
cultivares manigoba, mandioca ¢ manipeba pois
cada espécie apresentou peso especifico.

Com o aparecimento de bandas nas amostras
3, 6, 9 ¢ 10 (manigoba) com mesmo peso
molecular, apresentando caracteristicas
semelhantes comprovando ser uma unica espécie
Manihot pseudglaziovii Paz & Hoffmann . J4 as
amostras 10 e 13 apresentaram varia¢des no peso
molecular, podendo ser descritos como
variedades diferentes de Manihot pseudoglaziovii
Paz & Hoffmann.
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Tabela 6. Distribui¢do e tamanho das bandas amplificadas através de RAPD das amostras de DNA dos
acessos de manigoba e de duas espécies afins, usando 10 iniciadores.

indicador

Tamanho das bandas amplificadas

Distribuicio das bandas

2 3 6 9 10 13 14
OPDI - - - = = e -
1850 S T S
1550 ) : : a : s
0PD2 050 T -
450 + + + + - - +
1850 - + + - - -

OPD3 1450 = = = = = =
950 . n L - =
OrPD4 - - 4 ! & i - -
0PDS e
0PD6 ! s & & & = s &
oprPD7 - - 2 E 2 = =
OFPD8 250 = + = T ¥ =
OPDY - - 5 - - & &
OPDI10D - - - - 5 - £ i

Tabela7. Distribuigdo ¢ tamanho das bandas amplificadas através de RAPD — PCR das amostras de
DNA dos acessos de manigoba ¢ de duas espéceies afins, usando os 10 iniciadores.

Distribuiciio das bandas nas amostras

indicador Tamanho das bandas amplificadas

2 3 6 9 10 13 14

OPDI - = = 4 = 2 5 =
1850 - F + + + - +

1550 - - - - - - +

OPD2 950 % ; ) ) I ] )
450 + + + + - - 4

1850 - + + + e % =

OPD3 1450 - - N . : -4
950 B 3 e #* s < s

OrD4 - - - - - - -
OPD5 - - - - - B - -
OPD6 - - - - - = = =
OPD7 - - - - - - - -
OPD3 950 - + B . - + -
OPD9 - = = 2 " . « s
OPDIO - - - " 2 E g "

CONCLUSOES parametros productivos de maternidad y engorda

A produtividade em maternidade foi
semelhante para ambas as ragas. A produtividade
média para ambas as ragas foi de 31,3 laparos
desmamados/gaiola/ano.

As matrizes da raga Califérnia (CA) tiveram
habilidade materna superior as da raga Nova
Zelandia(NZ).
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