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Introducéo

O uso de marcadores moleculares constitui-se emtégnaa rapida que elimina a interferéncia dos
fatores ambientais inerentes aos marcadores mgrémamicos na caracterizagao da diversidade e s@abu
por genes de interesse em diversas espécies. #ecdih mandiocaManihot esculenta&Crantz) apesar de
diversos trabalhos de caracterizacdo moleculadaaiecessita de maiores informacdes sobre suass#ipre
génica e marcadores associados.

O marcador TRAP é uma técnica baseada em PCR,tiliza informactes de ESTEXpressed
Sequence Taypara gerar marcadores polimérficos relacionadgsres candidatos (HU e VICK, 2003).
Alguns marcadores moleculares foram desenvolvido® pnandioca a partir de ESTs, a exemplo de
microssatélites (ZOU et al, 2011). No entantocaitéa TRAP traz como vantagem, além da amplificaigio
genes candidatos, a capacidade de produzir perfihaplificacdo com muitas bandas por gel, o quéndim
o custo por informacdo de polimorfismo. Desta formabjetivo deste trabalho foi avaliar o potencial

deteccao de polimorfismo em regides génicas naraulta mandioca com uso de marcadores do tipo TRAP.

Material e Métodos

Foram desenhados 99 iniciadores a partir de sei@serieST Expressed Sequence Tpags
relacionadas 8. esculentaobtidas no banco de dados NCBI (www.ncbi.nlm.niljjgoom auxilio do
programa Primer3 versdao 0.4.0 (ROZEN E SKALETSKWY0®, onde apenas o iniciadfmrward foi
utilizado. Como reverso, foram desenhados quait@dores arbitrarios conforme Hu e Vick (2003).

Com intuito de analisar o padrdo de amplificac&siedeiniciadores, testes iniciais de otimizacdo da
PCR foram realizados por Oliveira et al. (2011)s36 combinacdes de iniciadores TRAP avaliadas,
foram selecionadas combinactes de iniciadores @xabitrarios com maior nivel de polimorfismo pasa
analises moleculares em 46 acessos de germoplasrBardo Ativo de Germoplasma de Mandioca da
Embrapa Mandioca e Fruticultura.

A extracdo do DNA gendmico, as condicdes de aroplifio e eletroforese foram realizadas
conforme Oliveira et al (2011). Os produtos amgdifios foram registrados em cédigo binario (“1” pres,;

“0” auséncia). Marcas monomorficas, pouco legieéis amplificados com mais de 10% de dados perdidos



foram retiradas da andlise. Foram analisados: eeptagem de polimorfismo; o poder de resolu¢do do
marcador (PREVOST e WILKINSON, 1999); diversidaéeética de Nei (heterozigosidade esperada — He);
Contetdo de Informagdo Polimorfica — PIC, com aoxdlo programa GenAlEx (6.4) (PEAKALL e
SMOUSE, 2006).

Resultados e Discussao

Das combinacdes selecionadas por Oliveira et dll(2®9 foram incluidas nas analises (Tabela 1).
No total, 13.318 bandas nitidas foram obtidas, qless 85% foram polimérficas. Dentre as combinacdes
analisadas, merecem destaque a combinacdo Trapg&®-€Am 399 bandas amplificadas todas polimérficas
e a combinacdo Trap98+Arb3 que apresentou a ma#otiglade de bandas (417), porém com apenas 45%
de polimorfismo.

Por iniciador, em média, foram encontradas 164 &mpadlimorficas. Das combinacdes analisadas,
40 combinagfes apresentaram 100% de polimorfisoroespondendo a 58% do total. Niveis semelhantes
de polimorfismo foram encontrados é&fitia fabalL. (KWON et al. 2010) utilizando a mesma técniear
outro lado, ao utilizarem marcadores do tipo RARar(dom Amplified Polymorphic D)N&m mandioca,
Muhlen et al. (2000) e Vieira et al. (2010) encardm em média niveis de polimorfismo inferiores§%be
62% respectivamente) aos encontrados neste tral@he%). Da mesma forma, utilizando marcadores
AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphisidihlen et al. (2000), encontraram abaixo de 70% de
marcadores polimorficos. Portanto, essa técnioacsra mais eficiente para encontrar polimorfisraos
mandioca em comparacao a outros marcadores domsnant

O numero de alelos que efetivamente contribuirara aaliversidade genética foi em média 1,47. A
probabilidade de individuos heterozigotos vario®dea 0,1 (Tabela 1).

Em relacdo ao PIC, quanto mais préximo de um, maigoder discriminatério na deteccédo de
polimorfismo do marcador. No entanto, valores de para marcadores dominantes sdo menores, devido ao
seu carater bialélico (auséncia ou presenca daaha@d valores médios encontrados no presentdhoaba
(0,23), séo similares aos por Vieira et al. (26df)mandioca. Maiores valores de PIC foram encoosrad
combinacdo Trap24+Arb2 (0,38) e, portanto uma coagdio mais informativa.

O parametro Rp indica a informatividade do marcdB®REVOST e WILKINSON, 1999). Maiores
valores de Rp foram encontrados nas combinacdgs8T+Arb3 e Trap27+Arb3 (6,3). A combinacgao
Trap91+Arbl se mostrou a menos informativa com B e menor PIC de 0,1 sendo, portanto ndo
recomendada para futuras analises em mandioca.

Marcadores polimorfismos gene-alvo encontradosen@sibalho podem ser utilizados ainda na
identificacdo de QTIsQuantitative Trait Logi para mapeamento genétidmgerprinting de varieddades e
na estimativa da diversidade genética em mandidéan disso, a possibilidade de desenho de iniceslor
TRAP em diversas rotas metabdlicas potencializausilizacdo como marcadores funcionais (associados

um fendtipo de interesse agrondmico) utilizadoselagéo assistida.



Tabela 1 Rela¢do das combinagfes de TRAP utilizados ectisps andlises.

N.° de bandas

TRAP Arb Forward (5'- 3) — %Poli Ne He PIC Rp
Total Poli
Trap6 CTGATCAGAGCAAAGCAA 168 168 100,0 1,4 0,3 0,2 4,0
Trapl0 GTAAGGGGCCAATAGATG 105 59 56,2 14 0,2 0,2 2,0
Trap20 TGGCTACTGCTGAGGTAA 196 196 100,0 1,4 0,3 0,2 55
Trap32 :E ATCTTGAGTGTCCCTTGTG 212 167 788 15 0,3 0,2 53
Trap34 - CAGGACTTGGAGGATTTC 265 219 826 14 0,2 0,2 3,5
Trap60 g::; GCTCCTTTCATTGACCTTA 56 10 179 1.3 0,2 0,2 4,9
Trap66 :): TTTTGAAGCTGGTATTTCC 141 141 100,0 1,4 0,3 0,2 4,3
Trap68 6 ACACCCAGACCCTCTTC 134 134 100,0 1,4 0,3 0,2 4,5
Trap84 8 ATGAACGGTCTTCCAATC 116 116 1000 1,4 0,2 0,2 15
Trap85 5 GGGAAGATTGACAAATTCA 158 26 165 1,7 0,4 0,3 3,0
Trap86 g AGGAGGAGAAGCAGAAGAT 264 172 652 15 0,3 0,2 14
Trap88 | CCTGAATGGCTTGTTTTAT 107 66 61,7 1.8 0,4 0,3 3,5
Trap91l - ATCATCCAAAAACAGAGGA 155 109 703 11 0,1 0,1 0,3
Trap92 ATTTTTCTGATGCCACACT 180 180 100,0 1,5 0,3 0,3 1,8
Trap97 TGATATTGCCTGATGATGA 327 327 100,0 1,5 0,3 0,3 2,2
Trap2 CCAAACTGACATGATTGC 91 91 100,0 1,6 0,3 0,3 3,8
Trap7 AGAGAAGGTCCGTTTGAG 157 157 100,015 0,3 0,3 4,3
Trap8 TGCCCTTTTCTTCAGATAG 275 275 100,014 0,2 0,2 3,1
Trap9 CTGGTCTGGAGAAGCAGT 113 113 100,01,3 0,2 0,2 2,6
Trapl3 9 GGCTTTATCACTGGGAAG 310 218 70,3 1,6 0,3 0,3 4,0
Traple [ GATGGGATACCTTTGGAA 183 183 100,0 1,1 0,1 0,1 0,9
Trap24 f:z GGCTTTCATTTCTCACATC 81 81 100,0 2,0 0,5 0,4 0,5
Trap35 8 GTCTTCCATTGGCTCTTC 178 178 100,0 1,5 0,3 0,3 4,2
Trap36 ?—:D AAATGTCGTGGAGTTCCT 168 122 72,6 1,6 0,3 0,3 2,5
Trap39 8 TGACGACTGGAAAGAGATT 160 160 100,0 1,5 0,3 0,2 3,7
Trap46 5 GCTTCAATTGGGAAACTC 336 290 863 14 0,3 0,2 2,2
Trap57 éﬁ TGTTTTACATCCACAACCA 118 118 100,0 1,4 0,3 0,2 1,7
Trap58 N AGGTCTGTCTGAGGCTTCT 183 183 100,01,1 0,1 0,1 0,4
Trap59 GAAGGAATCAACAAGATCG 171 127 743 16 0,4 0,3 4,0
Trap69 AATGTTATCACGGCTGATT 102 63 61,8 1,6 0,3 0,3 4,2
Trap70 GATCATGGGTTGATGATTT 208 122 58,7 155 0,3 0,3 1,8
Trap77 AAGGTGGTATGCCTGAAT 186 186 100,0 1,2 0,1 0,1 1,2




Tabela 1 Cont...

Fixo Arb Forward (5'- 3) N.° de bandas%Poli Ne He PIC Rp
Trap5 CCATATGGGAAATGAACC 117 117 100,0 1,7 0,4 0,3 3,9
Trapll TGGTTCTTATGGGTGGTT 70 70 100,0 15 0,3 0,3 4,1
Trapl7 AATGGGAACTCACCACAT 112 20 179 14 0,3 0,2 3,5
Trapl8 AACCTAACAAGATACCCCAAG 264 264 100,0 1,6 0,3 0,3 4,8
Trapl9 AGGTATCCCAAGAAATCG 214 214 100,0 1,4 0,3 0,2 2,6
Trap20 TGGCTACTGCTGAGGTAA 195 151 774 15 0,3 0,3 53
Trap21 GGCAGAGAAAGGAGTGAC 375 375 100,0 1,3 0,2 0,2 1,6
Trap26 GAGGGAAAGAAATTGTGC 123 33 26,8 1,6 0,3 0,3 54
Trap27 é GTTCCTTGAGAGGTGGAG 188 188 100,0 1,6 0,4 0,3 3,2
Trap28 - GGGGAAGACAACAATGAT 197 197 100,0 15 0,3 0,2 6,3
Trap40 :(t CCCGTTGTATGCTCACTAT 190 190 100,0 1,5 0,3 0,3 3,3
Trap42 § ACATTCCATCACCTTGTTC 125 125 100,0 1,4 0,3 0,2 2,6
Trap45 '(3 GGTGGAAAAGGTGAGAATA 77 31 40,3 15 0,3 0,2 4,7
Trap47 8 GTGAAGAAAGGGAGATGG 163 163 100,0 15 0,3 0,3 51
Trap48 5 CAAATCCCAAGATTCCTC 134 134 100,0 15 0,3 0,2 4,9
Trap52 g ATTTGGACCGATCAAGAC 254 254 100,0 1,4 0,2 0,2 2,7
Trap6l | TATCAGGTGCACACACACT 153 153 100,0 1,4 0,2 0,2 4,3
Trap71 ® AGCATCCCACTACAAGGTA 349 257 736 14 0,2 0,2 0,8
Trap75 TAACTCCATCCATGACCA 374 328 87,7 1,6 0,4 0,3 1,2
Trap76 TCAGGTGAAACGTCTGAA 214 171 799 15 0,3 0,3 15
Trap81 GATTCGAAGTGAGGTGTTT 261 261 100,0 1,5 0,3 0,2 6,3
Trap89 ACAATCCATGTCTTCGACT 399 399 100,0 15 0,3 0,3 51
Trap93 CCCAAAATATTGGAGCTTA 170 170 100,0 1,7 0,4 0,3 3,8
Trap95 TTGGATAGGCTTTTTCAAC 160 160 100,0 1,7 0,4 0,3 3,7
Trap98 TTTTGGGATTTTACGAGAG 417 187 448 15 0,3 0,2 3,0
Trap22 < TCAGATAATGCAGGATGC 265 133 50,2 14 0,2 0,2 2,0
Trap29 9 GCTTCTTCCACTCCTACAA 246 246 100,0 1,4 0,3 0,2 4,9
Trap3l [ TGGAAGGACGACTAAGGTA 184 138 750 14 0,3 0,2 3,5
Trap33 é AAATCTCCACTCCACCAC 161 161 100,0 1,5 0,3 0,2 4,2
Trap38 8 GGAGAGGAGATCACTCCA 180 136 756 1,3 0,2 0,2 58
Trap4l E TCTGGTAGAAGCCTTTCAG 292 208 712 14 0,3 0,2 2,5
Trap43 O CAGAGAAGGTCCATTTGAG 152 152 100,0 1,5 0,3 0,2 1,0
Trap79 g GAGACAAACAAGCAAGCA 278 241 86,7 1,6 0,4 0,3 2,3
Trap82 g GGGAGGGACTAGTGAAGAC 243 243 100,0 1,6 0,3 0,3 1,4
Trap90 < CTATGTTTGGGGTTTGGT 209 119 569 15 0,3 0,3 3,3

Trap99 TTGGTTTAATTGCTGTTGA 54 8 148 1,6 0,3 0,3 4,2

Média 834 15 0,3 0,2 3,2

Arb=Iniciador arbitrario (reverso); Poli = polimamo; % Poli = Porcentagem de polimorfismo; He =drgzigose
Esperada; PIC €onteddo de Informacgéo Polimorfiddp = Poder de resolugdo do marcador.



Conclusodes

O grande numero de fragmentos amplificados poraiddac TRAP possibilitou 0 acesso a um maior
volume de informacdo em uma mesma reacdo de PGRinRp TRAP € uma técnica bastante préatica e

informativa na gera¢éo de marcas associadas aerdsticas de interesse em mandioca.
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