UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E MELHORAMENTO

ALEX HENRIQUE TIENE ORTIZ

Estrutura populacional e diversidade genética em cultivares tradicionais
de mandioca-de-mesa do Parana

MARINGA
PARANA — BRASIL
DEZEMBRO - 2013



ALEX HENRIQUE TIENE ORTIZ

Estrutura populacional e diversidade genética em cultivares tradicionais
de mandioca-de-mesa do Parana

Dissertacdo apresentada a Universidade
Estadual de Maringd, como parte das
exigéncias do Programa de Pés-Graduacao
em Genética e Melhoramento, para
obtencédo do Titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Pedro Soares Vidigal
Filho.

MARINGA
PARANA - BRASIL
DEZEMBRO - 2013



Aos meus pais, Humberto Ortega Ortiz e Ana Maria Tiene Ortiz.
A minha noiva, Mariana Aparecida Lopes.
Aos meus familiares.
A0S meus amigos.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela perseveranca, saude e capacidade concedida para realizacéo
deste trabalho. Também por colocar sempre em meu caminho pessoas boas,
competentes e solicitas para me ajudar.

A Universidade Estadual de Maringa (UEM) e ao Programa de POs-
Graduacdo em Genética e Melhoramento (PGM,) por fornecer estrutura e
oportunidades Unicas para a realiza¢do deste trabalho.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes),
pela concessdo Bolsa de Estudos, e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (CNPq), pelos recursos financeiros fundamentais para o
cumprimento de todas as tarefas referentes a este curso.

Ao professor doutor Pedro Soares Vidigal Filho, pelo apoio constante, firme
orientacdo e aconselhamentos.

As Coorientadoras, professora doutora Maria Celeste Goncalves Vidigal e
doutora Gisely Figueiredo Lacanallo, por todo o suporte para a conclusdo deste
trabalho.

A professora doutora Marta Zulema Galvan, pela brilhante participacdo, a
qual foi fundamental a realizacédo deste trabalho.

A todos os professores envolvidos no Programa de Po4s-Graduagdo em
Genética e Melhoramento por fornecerem o conhecimento necessario aos trabalhos
realizados.

Aos amigos Alberto Yuji Numoto, Anténio Augusto Nogueira Franco, Giseli
Valentini, Gleberson Guillen Piccinin, Leandro Paiola Albrecht, Leonel Domingos
Moiana, Lilian Gomes de Moraes Dan, Rafhael Felipin Azevedo, Rebecca Caroline
Ulbricht Ferreira, Ricardo Shigueru Okumura, Tiago Maretti Gongalves, Vanesca
Priscila Camargo Rocha, Vinicius Bovo Cortinove, entre tantos outros que tiveram
participacéo direta em minha formacao académica, profissional e pessoal.

Ao professor doutor Odair José Marques, pelos aconselhamentos
profissionais e pela grande amizade.

A todos os colaboradores da Fazenda Experimental de Iguatemi (FEI),
assim como do Nucleo de Pesquisa Aplicada a Agricultura (Nupagri), pela ajuda

prestada.



BIOGRAFIA

ALEX HENRIQUE TIENE ORTIZ, filho de Humberto Ortega Ortiz e de Ana
Maria Tiene Ortiz, nasceu em 8 de dezembro de 1988, na cidade de Apucarana,
estado do Parana.

Sua vida escolar iniciou na mesma cidade, onde, de fevereiro de 1994 a
dezembro de 1998, na Escola Municipal Jodo Antdnio Braga Cortes, cursou da pré-
escola até a quarta série do Ensino Fundamental. Em 1999, ingressou no Colégio
Estadual Nilo Cairo onde, em 2002, concluiu o Ensino Fundamental.

Concluiu o Ensino Médio, em dezembro de 2005, no Colégio Platdo, na
cidade de Apucarana, estado do Parana.

Em 2006, ingressou no Curso de Agronomia, na Universidade Estadual de
Maringa, Parana, obtendo o titulo de Engenheiro Agronomo em dezembro de 2010.

Em marcgo de 2011, ingressou no curso de Mestrado, do Programa de Pés-
Graduacdo em Genética e Melhoramento (PGM), da Universidade Estadual de
Maringa (UEM).



SUMARIO

1 11V PP Vil
FAN 2 3 I 3 N O P UT S PRRRR iX
1. INTRODUGAO ...ttt n et n e nnenas 1
2. REVISAO DE LITERATURA .....oooiiteieete ettt 4
2.1. Origem, evolucéo e domesticacdo da mandioca ...........ccceeveeeeeveeriiiiineeeennn. 4
2.2. IMPOrtancia da CUITUIA .........coeviiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeee ettt 6
2.3. Variabilidade genetiCa...........ccuuuuiiiiie i 9
2.4. Melhoramento genético da MmandioCa..........cceueeeiiiiiiiiiiiiiniee e 11
2.5. Marcadores MOIECUIAIES ..........cuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee et 13

3. MATERIAL E METODOS........coiiteiieeieeieee e eteete et ste ettt etesteeaesaesae e 19
3.1. Coleta e plantio das cultivares tradiCioNais ............cccovvvvvvviiiiiieeeeeeeeeiiinnn 19
3.2. Extracdo e quantificag8o de DNA ........oooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 22
3.2.1. EXtrac80 dO DNA ... 22

3.2.2. Quantificacdo, amplificacdo do DNA e eletroforese ..........cccccevveeenn. 22

3.3. ANAIISES ESIAlISICAS. .. eiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeee e 25

4, ARESULTADOS E DICUSSAOQ ... 27
4.1. Diversidade geNELICA...........cuuuiiii i 27
4.2. Estrutura da POPUIAGED ........uuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiib e 38
4.3. Consideragies fiNAIS............uuuiiiiii e 51

5. CONCLUSOES ..ottt 53
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 54

Vi



RESUMO

ORTIZ, Alex Henrique Tiene, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa, fevereiro de
2013. Estrutura populacional e diversidade genética em cultivares tradicionais
de mandioca-de-mesa do Estado do Parané. Professor orientador: Pedro Soares
Vidigal Filho. Professores Conselheiros: Maria Celeste Gongalves-Vidigal e Gisely
Figueiredo Lacanallo.

A mandioca-de-mesa é encontrada principalmente em pequenas areas cultivadas
pelos agricultores, denominadas cultivos de “fundo de quintal”. Em geral, € nesse
sistema de cultivo que se encontra grande parte do germoplasma disponivel da
espécie, cujo potencial genético ainda foi pouco estudado. A avaliacdo da
variabilidade presente em cultivares tradicionais de mandioca-de-mesa pode ser
realizada utilizando tanto marcadores morfoagrondmicos quanto marcadores
moleculares. O presente estudo teve por objetivos avaliar a estrutura populacional e
a diversidade genética de cultivares tradicionais de mandioca-de-mesa coletadas
em lavouras de “fundo de quintal” nos municipios de Maringa, Cianorte e Toledo, no
Estado do Parand por meio de marcadores moleculares SSR. Na andlise de
diversidade genética realizada, todos os loci SSR analisados foram considerados
polimorficos com uma média de 3,15 alelos por locus. O valor médio de PIC de
0,4598 indica que os primers foram em sua maioria medianamente informativos,
sendo que os loci GA 126, GA 140, SSRY 13, SSRY 21, SSRY 45 e SSRY 101
foram considerados altamente informativos. Os valores de PIC variaram entre
0,5824 para GA 140 até 0,2646 para GA 21. Os loci SSR foram altamente
heterdticos, propiciando a deteccdo de elevados indices de diversidade genética
entre as cultivares. Os valores de heterozigosidade observada variaram entre
0,0270 (GA 134) e 0,8718 (SSRY 45), com uma média de 0,4762. Com relagédo a
diversidade genética, a media obtida foi de 0,5407, variando de 0,3138 (GA 21) a
0,6502 (GA 140). As combinagdes mais divergentes foram: BGM 434T x BGM 20M,
BGM 35C x BGM 20M, BGM 430T x BGM 232M, BGM 430T x BGM 164M, BGM
430T x BGM 322M e BGM 35C x BGM 164M. Entre essas sdo mais indicadas as
combinac¢des que utilizam a cultivar tradicional BGM 20M, por suas caracteristicas
agrondmicas de resisténcia a bacteriose e ao superalongamento, somadas a

presenca de floracdo nas condi¢cdes de Maringa. A analise de estrutura populacional
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revelou a ocorréncia de 4 grupos entre as cultivares tradicionais dos trés locais de
coleta, observaveis pelo método probabilistico, pela Arvore do Vizinho mais Préximo
e pela analise de PCoA. Pela dispersao dos pontos representativos de cada cultivar
tradicional na analise de PCoA, foi possivel observar a ampla diversidade genética
entre as cultivares de mandioca-de-mesa. Na analise molecular de variancia, foram
determinados os parametros da estatistica F de Wright. Observou-se uma variancia
estimada de 11% entre grupos, 15% entre individuos dentro de grupos e 74% entre
individuos dentro da populacdo como um todo. Os valores de Fis e Fi; de 0,170 e
0,259 indicam um numero de heterozigotos na populacdo menor que 0 necessario
para alcancar o equilibrio de Hardy-Weinberg, tanto dentro de grupos como
considerando todos os individuos. O valor de F de 0,107 indica uma diferenciacédo
moderada entre os quatro grupos. A variabilidade genética encontrada entre as
cultivares tradicionais de mandioca foi considerada ampla e 0s grupos que mais se

distanciaram apresentaram em sua maioria cultivares de Toledo e de Maringa.

Palavras-chave: Manihot esculenta, diversidade genética, marcadores moleculares
SSR.
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ABSTRACT

ORTIZ, Alex Henriqgue Tiene, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa, february,
2013. Populational structure and genetic diversity of sweet cassava
accessions from Parana. Adviser: Pedro Soares Vidigal Filho. Committee
Members: Maria Celeste Goncalves-Vidigal and Gisely Figueiredo Lacanallo.

Sweet cassava can be found mainly in small farms named “backyard cultivations”. In
general, these cultivation systems maintain most of the available germplasm of the
species, which genetic potential has not been enough studied. The evaluation of
genetic variability in sweet cassava landraces can be done using both morpho-
agronomic markers based in phenotype and molecular markers based on DNA
(genotype). The objectives of this study were to evaluate the populational structure
and the genetic diversity of sweet cassava landraces collected in “backyard
cultivations” in the cities of Maringa, Cianorte and Toledo, in Parana State by using
SSR molecular markers. All the analyzed loci were considered polymorphic and the
average of alleles per locus was 3.15. The mean value of PIC of 0.4598 indicates
that the primers were mostly considered moderately informative although the loci GA
126, GA 140, SSRY 13, SSRY 21, SSRY 45 and SSRY 101 were considered highly
informative. The PIC values ranged from 0.5824 for GA 140 to 0.2646 for GA 21. In
general the SSR loci were highly heterotic and presented high indexes of genetic
diversity. The values of observed heterozygosity ranged from 0.0270 for GA 127 to
0.8718 for SSRY 45 with an average of 0.4762. The mean value of genetic diversity
was 0.5407 ranging from 0.3138 for GA 21 to 0.6502 to GA 140. The most divergent
combinations were: BGM 434T x BGM 20M, BGM 35C x BGM 20M, BGM 430T x
BGM 232M, BGM 430T x BGM 164M, BGM 430T x BGM 322M and BGM 35C x
BGM 164M. From these combinations the most recommended ones are those
involving the accession BGM 20M which presented positive agronomic traits as
resistence to bacterial blight and superelongation combined with flowering under the
weather conditions of Maringa. The analysis of population structure revealed the
occurrence of 4 groups among the sweet cassava landraces of the three localities.
These results could be observed in all the methods used, as in the probabilistic
method, as in the PCoA and the Neighbor-joining tree. The graphic dispersion of the
points representing each of the landraces in PCoA allowed to observe the broad
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genetic diversity among the sweet cassava landraces. The parameters of Wright's F
statistics were determined using the the analysis of molecular variance. A variance of
11% among groups, 15% among individuals inside the groups and 74% among
individuals in the whole population was observed. The Fijs and Fj values, of 0.170
and 0.259 respectively, indicate a lack of heterozygotes in the population to reach
the Hardy-Weinberg equilibrium, as inside groups as inside the whole population.
The Fs value indicates a moderate differentiation among the groups. The genetic
divertisy among sweet cassava landraces was considered high, and the groups that

diverged the most were consisted mainly of individuals from Toledo and Maringa.

Keywords: Manihot esculenta, genetic diversity, SSR markers.



1. INTRODUCAO

A mandioca pertence a familia Euphorbiaceae e a espécie mais cultivada é
Manihot esculenta Crantz, conhecida popularmente no Brasil como mandioca,
macaxeira ou aipim (Nassar et al., 1986; Muhlen et al., 2000; Siqueira et al., 2009).

Cultivada no mundo nas latitudes de 30°N a 30°S, em locais com
temperatura meédia superior a 18°C (Nassar e Ortiz, 2007), a mandioca é
considerada a principal fonte de carboidratos para aproximadamente 1 bilhdo de
pessoas em 105 paises e representa em torno de um terco das calorias diarias
consumidas pelas populacdes nessas regioes (FAO, 2008).

Em relacdo a origem e a domesticacdo de M. esculenta, segundo Allem
(1997), os estados de Goias, Mato Grosso e Rondbdnia sdo os possiveis locais de
domesticacdo da mandioca e Goias é o principal centro de diversidade de espécies
do género Manihot (Allem, 2002).

Ha relatos da existéncia de uma grande diversidade genética de mandioca
no Brasil, cultivada por pequenos agricultores, para o préprio consumo, tipo de
cultivo chamado de “fundo de quintal” (Zuin et al., 2009). Esse tipo de cultivo “fundo
de quintal” vem se extinguindo devido a migragcdo do homem que habitava na zona
rural para as cidades com a consequente diminuicdo da populacéo rural de 54,9%,
em 1960, para 15,6%, em 2010 (IBGE, 2010), e também com a expansdo das
grandes culturas, fazendo com que os grandes proprietarios dominem as areas
antes ocupadas pela agricultura familiar (Serra, 2003).

As cultivares tradicionais de mandioca encontradas em cultivos de “fundo de
quintal” até o momento foram pouco estudadas morfologicamente, assim como
geneticamente (Zuin et al., 2009). Por meio de novos trabalhos sobre diversidade
genética buscando cultivares tradicionais de mandioca em lavouras de pequenos
agricultores (Zuin et al.,, 2009; Costa et al, 2013), as boas caracteristicas
agrondmicas, como boa produtividade, alto conteddo de massa seca, arquitetura de
planta adequada e com baixa incidéncia de bacteriose (Xanthomonas axonopodis
pv. Manihotis) e de superalongamento (Sphaceloma manihoticola), poderdo ser
utilizadas futuramente em programas de melhoramento (Rimoldi et al., 2010).

A etapa inicial de qualquer programa de melhoramento genético vegetal
constitui-se da fase de coleta e caracterizagdo do germoplasma disponivel, caso o
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melhorista ainda ndo disponha de recurso genético com ampla variabilidade (Farias
et al.,, 1997). Tal fato € especialmente importante para a cultura da mandioca, em
funcdo da sua elevada diversidade genotipica natural existente (Elias et al., 2000a;
Faraldo et al., 2000; Ribeiro et al., 2011).

Diante disso, a caracterizacdo do germoplasma disponivel, o conhecimento
da estrutura populacional, bem como da divergéncia genética entre as cultivares
tradicionais de mandioca-de-mesa torna-se fundamental (Kawuki et al., 2009;
Siqueira et al.,, 2009). Neste contexto, a biologia molecular tem fornecido
ferramentas indispensaveis a caracterizagdo de germoplasmas (Agarwal et al.,
2008; Raji et al., 2009a).

No processo de caracterizacdo de germoplasma podem ser utilizados
marcadores morfoagronémicos (Raghu et al., 2007; Zuin et al., 2009; Rimoldi et al.,
2010; Asare et al., 2011; Castro et al., 2012). Os marcadores morfolégicos sao oligo
ou monogénicos, de alta herdabilidade e usualmente de facil identificacdo, enquanto
0s descritores agrondmicos sao usualmente poligénicos (heranca quantitativa) e de
herdabilidade relativamente baixa (Bered et al., 1997; Kvitschal, 2008; Pereira et al.,
2008).

A influéncia do meio ambiente sobre os marcadores morfoagronémicos e a
necessidade de um avaliador treinado e de um estagio especifico de
desenvolvimento da planta dificultam e reduzem a eficiéncia de sua utilizacdo
(Chakravarthi e Naravaneni, 2006). Estes problemas podem ser contornados pela
utilizacdo de marcadores baseados em DNA que, além de permitirem a
caracterizacdo do germoplasma em estagios iniciais de desenvolvimento, séo
usualmente neutros e, assim, a selecdo de plantas baseada em divergéncia por este
tipo de marcadores ndo acarreta necessariamente a selecdo de caracteristicas
indesejaveis, como ocorre com marcadores morfoagronédmicos (Castro et al., 2012;
Asare et al., 2011).

Entre os marcadores de DNA, destacam-se os microssatélites (SSR), que
possuem um alto conteudo informativo, permitindo a diferenciacdo entre homo e
heterozigotos e estdo abundantemente presentes no genoma da mandioca
(Chavarriaga-Aguirre et al., 1998; Raiji et al., 2009a; Kalia et al., 2011).

O presente estudo teve por objetivos avaliar a estrutura populacional e a

divergéncia genética de 122 cultivares tradicionais de mandioca-de-mesa coletadas



em areas periurbanas dos municipios de Maringa, Cianorte e Toledo, estado do

Parana, mediante o emprego de marcadores moleculares microssatélites (SSR).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Origem, evolucédo e domesticagédo da mandioca

A mandioca é uma planta pertencente ao filo Magnoliophyta, classe
Magnoliopsida, a ordem Malpighiales, familia Euphorbiaceae, género Manihot
(Tantiado, 2012). A espécie mais cultivada no Brasil € Manihot esculenta Crantz,
que no territorio brasileiro € conhecida popularmente como mandioca, macaxeira ou
aipim (Nassar et al., 1986; Muhlen et al., 2000; Siqueira et al., 2009).

A familia Euphorbiaceae é composta por aproximadamente 7.300 espécies
(Thakur e Patil, 2012) e, no género Manihot, estédo classificadas em torno de 98
delas (Rogers e Appan, 1973). A espécie M. esculenta € a que apresenta maior
importancia econémica dentro deste género, uma vez que ela é utilizada tanto para
0 consumo in natura na alimentacdo humana e animal quanto na industria, na
producédo de farinha e fécula. Os produtos do processamento industrial da mandioca
podem ser utilizados na producdo de amido para consumo humano ou para
industria téxtil, quimica e farmacéutica (Leonel et al., 2002).

Uma analise citogenética realizada por Carvalho e Guerra (2002) com 39
cultivares de mandioca e oito parentais silvestres, revelou a presenca de n= 18 ou
2n=36 cromossomos, constando uma forte similaridade cariotipica entre as
espécies, o0 que pode justificar um elevado pareamento meibtico e a viabilidade do
polen em hibridos interespecificos. A mandioca é uma planta dipléide, embora
alguns autores a considerem como um alotetrapldide (Nassar, 2004).

Segundo Allem (2002), quanto a origem de uma cultura, temos que
considerar o local (origem geografica), a espécie ancestral (origem botanica) e onde
ela foi primeiramente cultivada (origem agricola).

A mandioca é considerada uma planta nativa do Brasil e a espécie Manihot
esculenta Crantz foi situada por Vavilov (1951) no centro de origem Brasil-
Paraguaio. Por sua vez, Nassar (1978) estudou a diversidade da mandioca e
concluiu que a distribuicdo da espécie esta localizada em quatro centros de
diversidade, ou seja, 0 Sudoeste do México, o Nordeste, o Centro (Sul de Goias e

Oeste de Minas Gerais) e o Oeste do Brasil (Sul do Mato Grosso e Parte da Bolivia).
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O Estado de Goids é o centro primario de diversidade de espécies do
género Manihot no Brasil (Nassar, 1978). Uma Unica espécie pertencente ao género
Manihotoides com caracteristicas primitivas mais préximas do género Manihot,
Manihotoides pauciflora, é considerada a provavel genitora das espécies silvestres
de mandioca (Nassar et al., 2008).

De acordo com Allem (1999), o mais provavel ancestral silvestre de M.
esculenta Crantz é M. esculenta ssp. flabelifolia, que tem como espécie mais
aparentada Manihot pruinosa, a qual ocorre exclusivamente em Goids e no Mato
Grosso (Allem, 2002). Para Nassar et al. (2008) a mandioca cultivada foi
domesticada a partir de um hibrido entre duas espécies de mandiocas silvestres,
sendo provavelmente M. pilosa uma delas, e o desenvolvimento de raizes maiores
se deu a partir dessa hibridacdo interespecifica.

Estudos por meio de marcadores SSR, realizados por Olsen e Schaal
(2001) efetuados com cultivares de mandioca cultivada e silvestre, demonstraram
que a variabilidade genética presente entre elas € moderadamente elevada e M.
pruinosa nao foi considerada um parental da mandioca cultivada. O trabalho
realizado por Olsen (2004), utilizando marcadores SSR e SNP (Single nucleotide
polymorphisms), Manihot esculenta ssp. Flabellifolia, demonstrou ser o parental
silvestre da mandioca cultivada, uma vez que compartilha quase toda a variabilidade
genética encontrada em M. esculenta Crantz.

Segundo Meyer et al. (2012), a domesticacdo € o0 processo continuo de
transformacdo das caracteristicas genéticas da planta em beneficio do homem,
podendo tornar a planta inapta a sobrevivéncia no meio ambiente. Deste modo, em
uma abordagem sobre o centro de origem agricola da cultura da mandioca, estima-
se que sua domesticagdo tenha tido inicio entre 5.000 e 7.000 a.C. (Allem, 2002).
Diversos trabalhos baseados em levantamentos e coletas de acessos silvestres de
mandioca, assim como em registros arqueoldgicos, indicam possiveis locais de
ocorréncia dessa domesticacdo (Schmidt, 1951; Nassar, 1978; Allem, 1994, 1997,
Olsen e Schaal, 1999; Allem, 2002).

Segundo Allem (1997), o sitio de domesticacdo da cultura da mandioca se
deu nos estados de Goias, Mato Grosso e Rondonia, ideia compartilhada
parcialmente por Olsen e Schaal (1999), que citavam apenas Mato Grosso e

Rondbnia como sendo os possiveis locais. Entretanto, ha estudos de Schmidt



(1951) que citam a regido norte da Amazobnia, entre os estados do Amapa e do
Pard, como possivel local de domesticacdo, em decorréncia da acdo das tribos
indigenas Arawak.

A acdo dos indigenas Arawak também € citada por Nassar (1978),
reforcando os resultados de Schmidt (1951) e afirmando a importancia das
migracOes desta tribo para a América Central, cruzando o Caribe, onde possiveis
hibridacdes entre as cultivares tradicionais levadas pelos nativos, juntamente com
espécies locais silvestres, possam ter originado o centro de diversidade do México.

Deste modo, conforme Nassar (2002), a domesticacdo da cultura da
mandioca pode estar ligada a formacéo de hibridos interespecificos mantidos pelas
populacdes indigenas por propagacdo vegetativa. Este fato pode ser comprovado
pela existéncia de diversos trabalhos, reportando a formacédo de hibridos entre M.
esculenta e espécies locais, que sugerem barreiras fracas a fecundacdo entre
espécies do género (Nassar, 1980, 1986, 1992).

2.2. Importancia da cultura

A mandioca tem sido uma importante fonte nutricional presente nos paises
em desenvolvimento, localizados principalmente na Africa Subsaariana, Asia e
algumas regibes da América Latina (El-Sharkawy, 2004; Nassar, 2004; Siritunga e
Sayre, 2004; Nassar e Hashimoto, 2006). O cultivo desta espécie esta conectado
diretamente a sua elevada toleréncia & seca, a sensibilidade dos estdmatos das
plantas e as varia¢cdes no potencial hidrico do ar e do solo (El-Sharkawy, 2004). Esta
tolerancia ao déficit hidrico pode ser comparada a de gramineas C4, como 0 sorgo,
porém a mandioca apresenta maior eficiéncia, uma vez que seu indice de colheita e
unidades de massa seca, produzidas por unidade de agua transpirada, muitas
vezes, excedem esta poacea (ElI-Sharkawy, 2004). Além disso, a mandioca é
adaptada a condi¢cOes de solos acidos, com baixa aplicacdo de insumos, nas quais a
maioria das espécies de importancia ndo prosperaria. Este contexto torna a cultura
importante para a seguranca alimentar para as populacbes de paises em
desenvolvimento em regides tropicais (El-Sharkawy, 2004; Chavez et al., 2005;
Sherif e Nassar, 2010).

Somando-se a sua adaptacdo as condi¢cdes de déficit hidrico, a mandioca é
cultivada em funcéo de sua elevada eficiéncia em acumulo de carboidratos em suas
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raizes tuberosas, excedida apenas pela da cana-de-agucar, e gira em torno de 250
kcal ha dia™ (Balagopalan et al., 1988).

Além da exploracéo das raizes tuberosas em funcéo do amido acumulado, a
parte aérea da planta de mandioca apresenta um elevado potencial em termos de
sua composicdo proteica, sais minerais e vitaminas (Modesti et al., 2007). Em
avaliacdes do teor de proteina bruta de folhas de mandioca, Sagrilo et al. (2003)
observaram variacdes entre 24 e 36%; Modesto et al. (2004) encontraram valores
entre 20,7 e 38,4%; Nassar e Marques (2006) encontraram valores entre 22,73 e
32,58%.

Apesar dos niveis relativamente elevados de proteinas nas folhas, as
mesmas sao pouco aproveitadas na alimentacdo humana devido a baixa
digestibilidade decorrente do alto teor de compostos fendlicos (Modesti et al., 2007)
e principalmente a presenca de glicosideos cianogénicos, que podem estar em
concentracfes até seis vezes mais elevadas nas folhas em relacdo as raizes (Yeoh
e Chaw, 1976; Nassar e Marques, 2006). Deste modo, a parte aérea da planta de
mandioca tem importancia principalmente como forrageira (Balagopalan, 2002),
desde que corretamente administrada.

Assim, de acordo com os teores de glicosideos cianogénicos presentes em
suas raizes tuberosas, as cultivares de M. esculenta podem ser classificadas em
mandioca mansa (mandioca-de-mesa) e brava. A mandioca mansa apresenta, em
sua maioria, concentracdes aceitaveis (abaixo de 100 mg kg” de polpa crua) de
glicosideos cianogénicos (Siritunga e Sayre, 2004; Valle et al., 2004; Kizito et al.,
2007). Por outro lado, a mandioca brava apresenta concentracdo de glicosideos
cianogénicos acima de 100 mg kg'1 de polpa crua, o que a torna inadequada para o
consumo in natura humano (Lorenzi e Dias, 1993; Zuin et al, 2009).

As mandiocas-de-mesa sdo usualmente mais precoces, levando entre 6 e 9
meses para que suas raizes tuberosas estejam em ponto de colheita e sao
utilizadas principalmente no consumo in natura (Nassar e Ortiz, 2007). As cultivares
bravas, usualmente, levam entre 12 e 18 meses, mas, apesar disso, apresentam
maior tolerancia a longos periodos no solo se ndo colhidas, possibilitando maior
periodo para acumulo de massa seca (Nassar e Ortiz, 2007). Deste modo, as
cultivares de mandioca utilizadas para fins industriais devem preferencialmente ser
classificadas como mandiocas bravas, pois 0s glicosideos cianogénicos aumentam

a resisténcia das plantas a adversidades, tais como a herbivoria (Siritunga e Sayre,
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2004), e podem ser facilmente eliminados por processos tradicionais (lavagem,
moagem, secagem, cozimento, etc.) ou industriais (El-Sharkawy, 2004; Siritunga e
Sayre, 2004; Chéavez et al., 2005) .

O consumo per capita de raizes tuberosas de mandioca in natura por todo o
Brasil € em média de 6,1 g dia™. No Centro-Oeste do pais € onde se consome mais
mandioca in natura, cerca de 11,5 g dia™; no Sul 7,9 g dia™; no Norte 7,7 g dia™; no
Nordeste 7,0 g dia™; no Sudeste 3,8 g dia™. Por sua vez, o consumo da farinha de
mandioca no Brasil € em média de 7,1 g dia™, no Norte 46,2 g dia™, no Nordeste
11,5 g dia™, no Sudeste 0,8 g dia™, no Sul 0,2 g dia™; e no Centro-Oeste 0,5 g dia™
(IBGE, 2011).

No mundo, cerca de 80 paises cultivam mandioca, sendo que o Brasil
participa com mais de 15% da producdo mundial. A producdo mundial de raizes
tuberosas de mandioca € de aproximadamente 233,8 milhdes de toneladas, com
produtividade média de 12,36 t ha™ (FAO, 2011). O maior produtor mundial é a
Nigéria, com producéo de 36,8 milhdes de toneladas e produtividade de 11,77 t ha™.
Ja o Brasil, terceiro maior produtor mundial, com uma producéo de 24,4 milhdes de
toneladas, apresenta produtividade média de 13,86 t ha™ (FAO, 2011).

No ano agricola de 2011/2012, as regides brasileiras que mais produziram
mandioca foram Norte e Nordeste. A producdo do Nordeste brasileiro foi de 8,5
milhdes de toneladas, com produtividade de 11.017 kg ha™, enquanto, no Norte, a
producédo foi de 7,6 milh6es de toneladas, com produtividade média de 15.317 kg
ha™. A regido Sul, por sua vez, obteve producdo de 5,9 milhdes de toneladas, com
produtividade de 20.034 kg ha™ (Groxko, 2012).

Conforme Groxko (2012), os principais estados brasileiros produtores de
mandioca séo o Para (17,7%), o Parana (15,8%) e a Bahia (12,9%). No Estado do
Parana, na safra 2011/2012, foram cultivados 186 mil ha de mandioca, com uma
producdo de 4,1 milhdes de toneladas de raizes tuberosas e uma produtividade
média de 22.113 kg ha™ (Groxko, 2012).

Cabe ressaltar que os dados estatisticos de producédo e produtividade de
raizes tuberosas de mandioca, principalmente no Brasil, referem-se ao uso industrial
para farinha e amido. N&o existem disponiveis dados estatisticos confiaveis de
producdo e produtividade de mandioca-de-mesa. Entretanto, sabe-se que o

consumo tem sido crescente (Vieira et al., 2009).



2.3. Variabilidade genética

Estudos de Faraldo et al. (2000) sobre avaliacdo da diversidade genética de
cultivares coletadas no litoral de S&o Paulo e na regido Amazonica, por meio de
marcadores isoenzimaticos, verificaram ampla variabilidade entre os acessos de
ambas as regibes. Ampla variabilidade também foi encontrada por Resende et al.
(2000), Kvitschal (2008), Zuin et al. (2009) e Costa et al. (2013) em trabalhos
realizados com cultivares tradicionais do Estado do Paran&, concordando com
Nassar (1978) que citava a ampla variabilidade genética encontrada na cultura da
mandioca.

Grande parte da diversidade genética presente na cultura da mandioca-de-
mesa encontra-se em cultivos familiares tradicionais denominados areas de “fundo
de quintal”. O crescente processo de urbanizacdo que vem ocorrendo em muitos
municipios tradicionalmente agricolas ocasiona a eliminagdo de muitas dessas
areas. Tal fato tem ocorrido no Estado do Parana, resultando em erosdo genética no
germoplasma tradicional de mandioca-de-mesa (Kvitschal, 2008; Zuin et al., 2009).
A diminuicdo das lavouras de “fundo de quintal” pode ocasionar a perda de
polimorfismo pela eliminagdo de alelos, principalmente de baixa frequéncia na
populacdo, mesmo sendo vantajosos, ocasionando perda de capacidade de
adaptacdo (Treuren et al., 1991). Este germoplasma, de potencial genético ainda
pouco estudado, precisa ser coletado, armazenado e avaliado no que tange ao
potencial produtivo e as suas qualidades organolépticas, de forma que o mesmo
possa vir a ser utilizado pelos agricultores e, principalmente, por programas de
melhoramento (Zuin et al., 2009).

As variagBes genotipicas sdo todas aquelas que envolvem o genoma do
individuo, podendo ser herdadas por seus descendentes, alterando ou n&o seu
fendtipo (Carvalho et al., 2011). Eventos naturais, como mutagdes, recombinacdes e
alteracbes cromossOmicas; e artificiais, como tecnologia de DNA recombinante e
mutacdes somaclonais em culturas de células ou embrides, podem ocasionar o
surgimento de novos alelos em um individuo (Paterniani, 2002; Carvalho et al.,
2011).

Todos estes processos geradores de variabilidade genética séo
fundamentais para a persisténcia das espécies na natureza, pois ampliam suas

bases genéticas, tornando-as mais adaptaveis a diferentes condicdes (Reed e
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Frankham, 2003). Desse modo, é fundamental que se conheca o quanto de
variabilidade existe dentro do genoma de uma espécie, para que se conhecam quais
medidas necessarias de conservacdo de seu germoplasma (Petit et al., 1998; Reed
e Frankham, 2003), assim como qual o potencial de uso de sua base genética no
melhoramento.

A quantificacdo da diversidade genética em um grupo de individuos pode
ser realizada de duas formas (Cruz e Regazzi, 2001). A primeira, denominada
Andlise de Divergéncia por Modelos Biométricos, realiza-se analisando
caracteristicas especificas dos genitores por meio do hibrido obtido entre eles. A
segunda forma utilizada no presente estudo € denominada Métodos Preditivos (Cruz
e Regazzi, 2001). Estes métodos consideram apenas as variacdes morfoldgicas,
fisiolégicas e moleculares que ocorrem nos proprios individuos de interesse,
dispensando a realizacdo de qualquer cruzamento a priori (Cruz e Regazzi, 2001,
Carvalho et al., 2003). Justamente por dispensarem a realizacdo desses
cruzamentos, eles se tornam muito interessantes na avaliacao de distancia genética
entre individuos de uma mesma espécie, principalmente quando se tem uma grande
populacado (Carvalho et al., 2003).

Varias sdo as metodologias utilizadas para a determinacdo da distancia
genética entre individuos. Existe por exemplo a metodologia denominada distancia
generalizada de Mahalanobis (1936), utilizada em diversos estudos baseados em
marcadores morfoagronémicos (Sarawat et al., 1994; Chen e Nelson, 2004; Elias et
al., 2007; Rimoldi et al., 2010). Existe também a distancia Euclidiana, de maior
aplicabilidade em estudos tanto com marcadores morfoagronbmicos como
moleculares (Genet et al., 2005; Nagella et al., 2008; Zuin et al., 2009; Asare et al.,
2011).

Neste trabalho foi utilizada a distédncia de C.S. Chord (Cavalli-Sforza e

Edwards, 1967), dada pela equacéo:

Onde:
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D¢p= Distancia C.S. Chord (Cavalli-Sforza e Edwards, 1976)
Xy= Frequéncia do u-ésimo alelo da populacéo 1

Y.,= Frequéncia do u-ésimo alelo na populagéo 2

Conceitualmente, nesta metodologia, as diferentes populacdes sdo dadas
por pontos distribuidos por um espaco euclidiano com m dimensdes, sendo m o total
de alelos em todas as populagdes. As distancias sdo dadas pelos angulos entre os
pontos considerados (Cavalli-Sforza e Edwards, 1967). Em se tomando uma Unica
populacao, a distancia € dada entre grupos dentro da mesma.

No estudo da estrutura populacional, podem ser utilizados modelos
probabilisticos que visam a agrupar os individuos em um numero K de grupos,
usualmente com alta precisédo (Pritchard et al., 2000). Tem sido utilizados métodos
principalmente baseados na Maxima Verossimilhanca (Evanno et al., 2005; Ronfort
et al., 2006; Efombagn et al., 2009; Kwak e Gepts, 2009).

A coleta e a caracterizacdo morfoagrénomica e molecular de cultivares de
mandioca-de-mesa das regibes urbanas de Maringa, Cianorte e Toledo foram
efetuadas por Kvitschal et al. (2008); Zuin et al. (2009); Costa et al. (2013) e Silva
(2010). Estes autores observaram que alguns destas cultivares tradicionais
apresentam potencial produtivo e consequentemente merecem ser melhor avaliadas
para 0 uso em programas de melhoramento ou para futura redistribuicdo para
agricultores.

Os resultados obtidos por Kvitschal (2008) indicaram que a amostragem da
variabilidade genética de mandioca-de-mesa foi suficientemente representativa da
variabilidade existente no germoplasma do municipio de Maringd, visto ter sido
observada elevada magnitude nos valores de dissimilaridade para as caracteristicas

estudadas.

2.4. Melhoramento genético da mandioca

Os meétodos de melhoramento genético mais utilizado na cultura da
mandioca sdo: introducdo e selecdo de variedades, hibridacdo intraespecifica e
interespecifica (Nassar et al., 1986; Kawano, 2003; Fukuda e Iglesias, 2006). Em
mandioca, alguns fatores influenciam a escolha dos métodos de melhoramento, tais
como a heterozigosidade, o nivel de endogamia, o habito de florescimento e de
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polinizacdo das plantas, a baixa taxa de producéo de sementes por polinizagéo, e o
seu modo de propagacéo vegetativa (Li et al., 1996; Prochnik et al., 2012).

Um programa de melhoramento da mandioca inicia-se com a introducéo de
acessos como um método de melhoramento (Nassar, 2004). A introducdo, seguida
de avaliacdes criteriosas, além de constituir o método mais simples e menos
oneroso utilizado em mandioca, apresenta uma grande chance de éxito (Kawano,
2003), em funcdo da ampla diversidade genética disponivel ainda pouco explorada
(Nassar, 1978; Faraldo et al., 2000; Kawano, 2003; Zuin et al., 2009).

As chances de éxito dos programas de melhoramento de mandioca podem
ser grandemente aumentadas por meio da realizacdo de hibridacbes entre
individuos divergentes (Faraldo et al., 2000), uma vez que estas hibridacdes
propiciam a ampliacdo da base genética das populacbes e, assim, aumentam as
chances de selecdo de acessos superiores (Cruz e Regazzi, 2001). Conforme
Nassar (2002), algumas espécies do género Manihot podem ser cruzadas entre si e
originar polens razoavelmente viaveis. O fluxo génico da mandioca para espécies
relacionadas do género Manihot pode ter um importante papel na evolugcéo destas
espécies silvestres (Rogers e Appan, 1973; Nassar, 2002).

O melhoramento da cultura da mandioca tem por objetivos obter cultivares
com alta adaptabilidade e estabilidade produtiva, resisténcia a pragas e a doencas,
resisténcia a deterioracdo pos-colheita, baixo indice de glicosideos cianogénicos,
facilidade de descascamento das raizes tuberosas, além de tamanho e formato
adequado das mesmas (Chéavez et al., 2005; Peroni et al., 2007) .

Valle et al. (2004) avaliaram a possibilidade de se utilizarem mandiocas
bravas no melhoramento de mandioca-de-mesa. Para tanto, avaliaram a geracao
segregante proveniente do cruzamento entre variedades bravas e mansas e
concluiram que o teor de glicosideos cianogénicos nédo € empecilho para a utilizacao
de mandioca brava no melhoramento de mandioca-de-mesa.

Em um programa de melhoramento, quando se deseja realizar hibridacdes
com o intuito de aumentar a base genética da geracdo F;, para que sejam
selecionados hibridos de interesse, € fundamental que sejam escolhidos parentais
promissores e divergentes (Breseghello et al., 1999; Fontes et al., 2002; Costa et al.,
2003). Essa escolha pode ser realizada por mecanismos que determinem a
diversidade genética entre os acessos de mandioca estudados e os separem por

metodologias de agrupamento (Cruz e Regazzi, 2001). Dessa forma, os marcadores
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moleculares tornam-se nessa etapa ferramentas de extrema importancia, pois
permitem a diferenciacdo de acessos ainda em sua fase juvenil, baseando-se em
seu DNA, reduzindo significativamente o tempo de espera para a avaliagdo de

caracteristicas fenotipicas das plantas (Collard et al., 2005).

2.5. Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares séo trechos de DNA em heterozigoze que néo
necessariamente expressam uma Vvariacdo fenotipica e s&o utilizados como
marcacao para um determinado locus cromossémico (Griffiths et al., 2009). Eles sao
ferramentas Uteis em programas de melhoramento para a identificacdo da origem
parental, identificacdo e protecdo de variedades, certificacdo de pureza genética,
estudo de populacbes (variabilidade genética, diversidade, distancia genética e
filogenia), construcdo de mapas genéticos, entre outras aplicacbes (Montaldo e
Meza-Herrera, 1998; Zhang et al., 2007; Inghelandt et al., 2010; Kalia et al., 2011).

Os marcadores de DNA apresentam varias vantagens sobre os outros tipos
de marcadores, tais como 0 numero elevado de marcadores obtidos, o alto grau de
polimorfismo, a néo influéncia ambiental e a ndo apresentacéo de efeito pleiotropico
(Collard et al., 2005; Agarwal et al., 2008).

Dessa forma, diversas metodologias baseadas em marcadores moleculares
de DNA tém sido utilizados para andlise genética, sejam eles dominantes, tais como
os marcadores RAPD e AFLP (Elias et al., 2000b; Costa et al., 2003; Kalia et al.,
2011) ou codominantes, tais como os marcadores RFLP e SSR (Fregene et al.,
1997; Kawuki et al., 2009; Sree Lehka et al., 2010; Kalia et al., 2011; Turyagyenda et
al., 2012; Costa et al., 2013).

Os microssatélites séo regides contendo sequéncias simples repetidas
(SSR) em tandem, que sédo amplificadas, por meio da PCR, utilizando-se um par de
primers especificos complementares as sequéncias unicas que flanqueiam a regiao
do microssatélite (Litt e Luty, 1989; Weber e May, 1989; Collard et al., 2005; Kalia et
al., 2011). Esta técnica revela o polimorfismo devido a diferenca no tamanho das
sequéncias repetitivas do alelo encontradas nos loci (Kalia et al.,, 2011) e mais de
um locus pode se analisado simultaneamente quando os alelos contém tamanhos
diferentes e migram para zonas separadas no gel (Mitchell et al., 1997; Vaughan e
Russel, 2004; Collard et al., 2005). Os marcadores SSR apresentam elevado
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contetdo informativo por possuir natureza multialélica, heranca codominante e
ampla distribuicdo no genoma, sendo transferiveis de genoma para genoma dentro
de uma mesma espécie e entre espécies geneticamente relacionadas (Collard et al.,
2005; Raghu et al., 2007; Raji et al., 2009a; Sree Lehka et al., 2010; Kalia et al.;
2011; Turyagyenda et al., 2012).

Um dos principais usos de marcadores de DNA nas espécies de interesse
agricola tem sido na construgdo de mapas genéticos para diversas espécies
cultivadas (Khattak et al., 2007; Luro et al., 2008; Shoemaker et al., 2008, Sraphet et
al., 2011). Os mapas de ligacdo tém sido utilizados para a identificacdo de regides
cromossOmicas que contém genes gque controlam uma Unica caracteristica simples
ou caracteristicas quantitativas (Mohan et al., 1997; Collard et al., 2005; Kalia et al.,
2011).

Diversos trabalhos foram realizados com o objetivo de construir mapas
genéticos e analisar grupos de ligagdo em Manihot esculenta Crantz (Chavarriaga-
Aguirre et al., 1998; Mba et al., 2001; Okogbenin et al., 2006). Recentemente,
Sraphet et al. (2011) elaboraram um mapa genético de ligacdo para a cultura da
mandioca utilizando a variedade Huay Bong 60 que incluiu 510 marcadores,
compreendendo 1.420,3 cM, com os marcadores espacados em média por 4,54 cM.

Os estudos de Chavarriaga-Aguirre et al. (1998) e Mba et al. (2001)
ajudaram no desenvolvimento de uma biblioteca de primers SSR para Manihot
esculenta, utilizados na grande maioria dos estudos envolvendo marcadores
microssatélites na cultura da mandioca. Chavarriaga-Aguirre et al. (1998)
registraram um total de 14 pares de primers denominados “GA” devido a alta taxa de
repeticdo desse dinucleotideo em suas sequéncias, enquanto Mba et al. (2001),
utilizando a cultivar TMS 30572 desenvolvida pelo [ITA-Nigéria e um acesso da
colecéo base do CIAT, denominada CMC 40, desenvolveram 172 novos marcadores
codominantes para o genoma de mandioca, que foram denominados “SSRY”, como
forma de diferencia-los dos demais primers criados para a cultura.

Em plantas de mandioca, a técnica de SSR tem sido aplicada em varios
estudos (Muhlen et al., 2000; Fregene et al., 2003; Mkumbira et al., 2003; Elias et
al., 2004; Lokko et al., 2006; Kizito et al., 2007; Moyib et al., 2007; Peroni et al.,
2007; Raghu et al., 2007; Rocha et al., 2008; Siqueira et al., 2009; Sree Lekha et al.,
2010; Sree Lekha et al., 2011; Asare et al., 2011; Turyagyenda et al., 2012; Costa et

al., 2013). Entre os exemplos esta o marcador microssatélite SSRY 28 ligado a
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resisténcia a doenca do mosaico (CMD), identificado com o auxilio de uma anélise
de 6 copias de cada um dos 158 individuos segregantes provenientes do
cruzamento entre uma landrace Nigeriana (TME 3) e uma linhagem fonte de
resisténcia (TMS 30555) (Akano et al., 2002).

Na caracterizacdo da diversidade genética e estrutura populacional de 54
etnovariedades de mandioca pertencentes & Amazonia e ao Litoral Sul do Estado de
Séo Paulo, além de uma cultivar comercial (Mantiqueira), Mihlen et al. (2000)
analisaram 11 loci microssatélites. Eles encontraram um total de 49 bandas, das
quais foi obtida uma heterozigosidade média de 0,56. A Analise de Coordenadas
Principais (PCoA) realizada possibilitou o agrupamento da populacdo entre
cultivares mansas e bravas. Resultados obtidos por Elias et al. (2004), no estudo da
estrutura populacional de mandioca-de-mesa e mandioca brava de cinco localidades
da América do Sul, por meio dos marcadores microssatélites, confirmaram os
resultados de Muhlen et al. (2000), uma vez que foi evidenciada uma diferenciacéo
genética entre variedades bravas e mansas, sugerindo que cada forma tenha
evoluido separadamente apds a domesticacao.

Resultados similares foram alcancados por Mkumbira et al. (2003)
estudando a estrutura populacional e a diversidade genética de 10 cultivares
tradicionais de produtoras locais do Malawi, utilizando 8 marcadores microssatélites.
Observaram 21 bandas e possibilitaram a distingdo das cultivares entre mandioca-
de-mesa e brava pela analise de PCoA.

Em estudos desenvolvidos por Fregene et al. (2003), avaliou-se a
diversidade de 283 cultivares landraces de mandioca de paises da Africa (Tanzania
e Nigéria) e de paises do Neotropico (Brasil, Coldmbia, Peru, Venezuela,
Guatemala, México e Argentina) pelo uso de marcadores SSR. Os marcadores
revelaram alto grau de polimorfismo, em média 94+1,06%, sendo que as cultivares
oriundas do Brasil e da Coldémbia propiciaram o polimorfismo mais elevado: 100% e
98,5%, respectivamente.

Lokko et al. (2006), utilizando 18 primers SSR na caracterizacdo de
cultivares tradicionais e comerciais resistentes e suscetiveis a CMD (Cassava
mosaic disease), realizaram o agrupamento das mesmas pelo método UPGMA
(média aritmética ndo ponderada). Foram obtidos cinco grupos dos quais trés
apresentaram predominio de cultivares melhoradas (resistentes ao Virus do

Mosaico da Mandioca — CMD). Os outros dois grupos formados apresentaram um
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maior numero de cultivares tradicionais suscetiveis, sendo que estas apresentaram
maior variabilidade entre si quando comparadas as cultivares comerciais. Os
resultados de Lokko et al. (2006) permitiram a obtencdo das combinacdes mais
divergentes entre acessos pertencentes a grupos distintos com pelo menos um
deles apresentando resisténcia ao CMD, de forma a diversificar a resisténcia a
doenca nas populacdes melhoradas de mandioca de programas africanos.

Moyib et al. (2007) estudaram a divergéncia genética entre 36 acessos de
mandioca cultivados na Nigéria, sendo seis etnovariedades (cultivares tradicionais) e
31 cultivares melhoradas. Com os resultados das analises do coeficiente de
similaridade de Jaccard e da Analise de Coordenadas Principais, os autores
concluiram que a divergéncia genética dentro do grupo das cultivares melhoradas foi
maior que a registrada para o grupo das etnovariedades, devido ao fato de que,
para a composicao destas cultivares melhoradas, utilizaram-se acessos de outras
regides do continente e de outras regibes do mundo. Conforme os autores, a
reduzida divergéncia entre as cultivares tradicionais era esperada devido ao
intercambio de propagulos entre os produtores, além do fluxo génico entre as
cultivares trocadas.

Em trabalho realizado por Kizito et al. (2007), foi constatado, em 11
comunidades de Uganda, por meio do uso de marcadores SSR que diversos
acessos com caracteristicas distintas sao cultivados sob a mesma denominacéo.
Neste trabalho, foi realizado um approach multidisciplinar envolvendo entrevistas
com produtores, observacdo de -caracteres morfoldgicos e utilizacdo de 11
marcadores microssatélites, objetivando relacionar a diferenciacdo de nomenclatura
utilizada pelos agricultores e a diferenciagdo genética entre as cultivares. Peroni et
al. (2007) também identificaram entre 169 cultivares tradicionais de regibes de Mata
Atlantica e Floresta Amazobnica varias delas sendo cultivadas sob a mesma
denominagdo, ja que encontraram apenas 115 denominagfes distintas. Neste
estudo foram analisados 9 loci SSR e foi constatada elevada diversidade para
cultivares de mandioca-de-mesa (0,654) e mandiocas bravas (0,582). Em outro
estudo, Raghu et al. (2007) utilizaram 15 primers SSR para acessar a diversidade
genética de cultivares de mandioca da regido Sul da india, encontrando um total de
71 alelos com 86,56% de polimorfismo. Neste estudo, foi possivel determinar a
maior eficiéncia da utilizagdo de marcadores SSR na diferenciagéo entre acessos de

mandioca, uma vez que foi observada a divisdo da populacdo em 9 grupos, em
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detrimento dos marcadores morfolégicos que permitiram a identificacdo de apenas
6 grupos distintos.

Rocha et al. (2008) realizaram a comparagdo da diversidade genética
encontrada em 109 cultivares tradicionais de mandioca das reservas indigenas de
Coto Brus e Talamanca, na Costa Rica, com duas cultivares comerciais de
mandioca tipicas deste pais. Foram utilizados 13 marcadores microssatélites, dos
quais 12 foram considerados polimérficos para cultivares tradicionais e nove para
cultivares comerciais. A variacdo genética encontrada foi maior dentro dos grupos
do que entre os grupos e ampla diversidade genética foi encontrada entre cultivares
tradicionais, demonstrada pelo excesso de heterozigotos apontado pelos
parametros Fis e Fi encontrados de -0,3660 e -0,3223; respectivamente. Os
elevados niveis de heterozigosidade observada, que foram de 42% e 45% para Coto
Brus e Talamanca, respectivamente, foram superados, como esperado, pelas
cultivares comerciais, as quais apresentaram 47% de heterozigosidade.

Siqueira et al. (2009) analisaram 42 landraces de mandioca provenientes
das regibes de Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Amazonas e Mato
Grosso, utilizando nove loci SSR. Os autores constataram elevada diversidade,
principalmente dentro das regiées com média de 3,3 alelos por locus e valores entre
88 e 100% de polimorfismo entre as regibes. As regides que apresentaram as
cultivares que mais se relacionaram geneticamente entre si foram Sao Paulo, Mato
Grosso do Sul e Amazonas, enquanto as de Minas Gerais formaram um subgrupo
dentro do grupo dessas regifes. Cultivares coletadas no Estado do Mato Grosso
foram aquelas que mais se diferenciaram das demais. Estes resultados demonstram
a grande importancia do fluxo migratério humano nas relagfes filogenéticas entre
acessos de mandioca, transportando propagulos de uma regido para outra e
promovendo a troca de alelos com cultivares locais. O intercambio e o transporte de
cultivares entre regides explica o fato de locais mais préximos geograficamente, tais
como Minas Gerais e Sao Paulo, terem se diferenciado mais geneticamente do que
locais mais distantes geograficamente Amazonas.

Em trabalho realizado por Sree Lekha et al. (2010), foram analisadas 45
cultivares tradicionais de mandioca cultivadas na regido norte de Kerala, india,
utilizando-se 36 pares de primers microssatélites. Os resultados demonstraram o0
maximo de duas bandas por primer, numero esse inferior & maioria dos estudos

encontrados na literatura (Muhlen et al., 2000; Siqueira et al., 2009; Turyagyenda et
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al., 2012; Costa et al.,, 2013). Isso faz com que os indices de diversidade
encontrados nas cultivares sejam reduzidos, assim como a informatividade dos
primers utilizados. Resultados similares foram encontrados por novos estudos
realizados nos mesmos moldes por Sree Lekha et al. (2011), realizando uma anélise
comparativa entre cultivares da regido central de Kerala e 24 cultivares comerciais
recém lancadas. Os 36 loci microssatélites analisados foram eficientes no
agrupamento da populacdo em dois grupos, separando cultivares comerciais das
coletadas na regido central de Kerala.

Comparados aos estudos de Sree Lekha et al. (2010, 2011), numeros
superiores de alelos por locus foram encontrados por Asare et al. (2011). Em analise
da diversidade genética e estrutura populacional de 43 acessos de mandioca de
Gana, utilizando 14 descritores morfologicos, e 20 primers microssatélites foram
encontrados 5 alelos por locus. Todos os loci microssatélites analisados foram
considerados polimorficos e foram em média altamente informativos, superando os
marcadores morfologicos na diferenciagdo dos acessos de mandioca analisados.
Similarmente, Turyagyenda et al. (2012) detectaram niveis de polimorfismo de
100% tanto para as cultivares comerciais como para as cultivares tradicionais.
Nesse trabalho, realizado com 51 landraces e 15 acessos elite de mandioca, de
Uganda, utilizando 26 marcadores microssatélites, evidenciaram um total de 154
alelos, sendo que 24% deles estavam contidos apenas nas landraces.

Altos niveis de polimorfismo também foram detectados em estudo realizado
por Costa et al. (2013). Neste trabalho, foi determinada a estrutura populacional e a
diversidade genética de 66 cultivares tradicionais de mandioca-de-mesa coletadas
no municipio de Maringa, Parana, utilizando como ferramenta 13 pares de primers
microssatélites. Todos os loci SSR analisados foram considerados polimoérficos e os
acessos foram divididos em dois grupos distintos pelo método probabilistico
utilizado.

O estudo de Costa et al. (2013) reforca a ideia da possivel influéncia dos
intercambios de cultivares tradicionais entre produtores e do reduzido niamero de
genitores de uma populagdo em sua diversidade genética, assim como possibilita a
determinacdo de possiveis cruzamentos entre individuos divergentes que podem ser

utilizados em programas de melhoramento.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta e plantio das cultivares tradicionais

Neste estudo, foram utilizadas 121 cultivares tradicionais, coletadas em
areas urbanas e periurbanas de municipios do Estado do Parana, e uma cultivar
comercial, totalizando 122 cultivares de mandioca-de-mesa. A cultivar comercial
utilizada como padréo para a comparacdo com as demais cultivares tradicionais foi
IAC 576/70, originaria do cruzamento entre a cultivar SRT 797-Ouro do Vale e o
clone IAC 14-18 (Villela et al., 1985). Ela foi utilizada devido a sua ampla distribuicéo
na Regido Centro-Sul do Brasil, além de seu bom desempenho agricola,
considerando sua produtividade e resisténcia a bacteriose (Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis) (Aguiar et al., 2011) e excelentes caracteristicas
organolépticas (Mezette et al., 2009).

As cultivares tradicionais utilizadas (Quadro 1) foram coletados por Zuin
(2006), no municipio de Cianorte (26) e em Maringa, por Kvitschal (2008) e Costa et
al. (2013) (66), ambas as localidades situadas na regido Noroeste do Parana.
Ainda foram utilizados outras 29 cultivares tradicionais coletadas por Silva (2010) na
localidade de Toledo, regido Oeste do Estado. Na Figura 1, encontra-se a
localizac&o geogréafica dos municipios de Maringa, Cianorte e Toledo.

O municipio de Maringa esta localizado a 23° 25’ de latitude Sul e 51° 57’ de
longitude Oeste, com uma altitude média de 540 m. Apresenta um clima
predominantemente mesotérmico Umido, com chuvas de verdo e de outono e com
verdo quente (Godoy et al.,, 1976). Por sua vez, o municipio de Cianorte esta
localizado a 23° 40" de latitude Sul, 52° 38" de longitude Oeste, a uma altitude média
de 490 m. O clima predominante é subtropical umido mesotérmico, com verdes
qguentes (temperatura meédia superior a 22° C) e tendéncia de concentracdo de
chuvas. Apresenta ocorréncia de geadas esporadicas nos invernos (temperatura
meédia inferior a 18° C, sem estacao seca definida (Godoy et al., 1976). Toledo esta
situado na regido Oeste do Parand, a 24° 45’ de latitude Sul e 53° 41’ de longitude
Oeste, e altitude média de 547 m. Apresenta clima subtropical imido, mesotérmico

com verbes quentes e tendéncia a concentracdo de chuvas. A temperatura média
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méxima € superior a 22°C, possuindo invernos com geadas frequéntes e

temperatura média minima inferior a 18°C, sem estacédo seca definida (Godoy et al.,

1976).

Quadro 1 — Local de coleta das 122 cultivares tradicionais de mandioca-de-mesa

avaliadas
Cultivar Origem Cidade Cultivar Origem Cidade
BGM 430T Jd. Laranjeiras Toledo BGM 86C R. Niterdi, 553 Cianorte
BGM 432T Vila Boa Esperanga Toledo BGM 125C  Frente AABB Cianorte
BGM 434T Vila Boa Esperanca Toledo BGM 126C  R. Franc. Tourinho, 459 Cianorte
BGM 439T Jd. Santa Clara IV Toledo BGM 130C  R. Mandui, 1328 Cianorte
BGM 441T Jd. Santa Maria Toledo BGM 144C  R. Cuiab4, 420 Cianorte
BGM 443T Jd. Santa Maria Toledo BGM 154C  R. dos Bandeirantes, 381 Cianorte
BGM 444T Vila Panorama Toledo BGM 170C  R. Cuiab4, 420 Cianorte
BGM 445T Vila Panorama Toledo BGM 173C  R. Maringa, 629 Cianorte
BGM 449T Vila Panorama Toledo BGM 5M Jd. Império do Sol Maringa
BGM 454T Jd. S&o Francisco Toledo BGM 12M Jd. Império do Sol Maringa
BGM 455T Jd. S&o Francisco Toledo BGM 13M Pg. Industrial Maringa
BGM 458T Jd. Filadélfia Toledo BGM 15M Jd. Do Carmo Maringa
BGM 459T Jd. Filadélfia Toledo BGM 16FEM  Jd. Santa Mdnica Maringa
BGM 460T Vila Becker Toledo BGM 16FLM  Jd. Santa Mdnica Maringa
BGM 461T Vila Becker Toledo BGM 17M Jd. Santa Ménica Maringa
BGM 467T Jd. Coopagro Toledo BGM 18M Jd. Ouro Cola Maringa
BGM 468T Jd. Coopagro Toledo BGM 20M Jd. Pais | Maringa
BGM 469T Jd. Faquine Toledo BGM 25M Jd. Paris | Maringa
BGM 470T Jd. Faquine Toledo BGM 30M Jd. Grajau Il Maringa
BGM 478T Jd. Gisela Toledo BGM 31M Jd. Seminério IV Maringa
BGM 480T Jd. Gisela Toledo BGM 33M Jd. Alvorada Maringa
BGM 482T Vila Industrial Toledo BGM 34M Jd. Alvorada Maringa
BGM 483T Jd. Concérdia Toledo BGM 36M Cj. Jodo Paulino Maringa
BGM 487T Jd. Porto Alegre Toledo BGM 37M Vila Morangueirinha Maringa
BGM 488T Jd. Porto Alegre Toledo BGM 40M Cj. Jodo Paulino Maringa
BGM 493T Jd. Porto Alegre Toledo BGM 43M Jd. Planville Maringa
BGM 494T Vila Pioneiro Toledo BGM 50M Jd. Laranjeiras V Maringa
BGM 495T Vila Pioneiro Toledo BGM 51M Jd. Grajau-Lote I Maringa
BGM 496T Vila Pioneiro Toledo BGM 56M Jd. Ebenezer | Maringa
IAC 576/70 IAC Toledo BGM 58M Jd. Seminério Il Maringa
BGM 35C Av. Brasil, 272 Cianorte BGM 59M Jd. do Carmo Maringa
BGM 39C Av. Para, 786 Cianorte BGM 62M Jd. Laranjeiras IV Maringa
BGM 47C R. Franc. Tourinho Cianorte BGM 77M Jd. Paris lll Maringa
BGM 48C R. Vitéria, 1594 Cianorte BGM 80M Jd. Real Maringa
BGM 55C Superm. Dia-a-dia Cianorte BGM 81M Jd. Real Maringa
BGM 63C R. Niterdi, 553 Cianorte BGM 82M Jd. Real Maringa
BGM 64C Proximo a UEM Cianorte BGM 84M Jd. Laranjeiras X Maringa
BGM 66C Chécara Zuin Cianorte BGM 88M Jd. Ebenezer I Maringa
BGM 67C Av. Pardo, 217 Cianorte BGM 89M Residencial Tuiuti Il Maringa
BGM 70C Rua Paiagués, 592 Cianorte BGM 90M Jd. Pinheiros | Maringa
BGM 72C R. Uruguaiana, 144 Cianorte BGM 91M Jd. Real Maringa
BGM 73C Av. R. G. do Norte Cianorte BGM 92M Jd. Paris Il Maringa
BGM 74C R. Uruguaiana, 118 Cianorte BGM 93M Jd. Seminario | Maringa
BGM 75C R. Propia, 281 Cianorte BGM 95M Jd. Grajau-Lote Il Maringa
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Quadro 1, Cont.

BGM 119M
BGM 121M
BGM 124M
BGM 139M
BGM 161M
BGM 162M
BGM 163M
BGM 164M
BGM 178M
BGM 179M
BGM 198M
BGM 201M
BGM 214M

Jd. Batel |
Sitio Framesqui
Sitio Pinguim
Jd. Oasis
Jd. Paris V
Jd. Paris V
Jd Paris V
Jd. Paris V
Pq. Industrial
Jd. Dourado
Iguatemi
Iguatemi
Iguatemi

Maringa
Maringa
Maringa
Maringa
Maringa
Maringa
Maringa
Maringa
Maringa
Maringa
Maringa
Maringa
Maringa

BGM 218M
BGM 222M
BGM 223M
BGM 232M
BGM 236M
BGM 252M
BGM 289M
BGM 296M
BGM 317M
BGM 322M
BGM 323M
BGM 324M
BGM 326M

Iguatemi
Iguatemi
Iguatemi
Iguatemi

Jd. Monte Rei
Jd. Monte Rei
Cj. Trés Meninos
Jd. Paris |

Jd. Paris |

Vila Morangueirinha

Jd. Ebenezer |
Jd. Ebenezer |
Jd. Real

Maringa
Maringa
Maringa
Maringa
Maringa
Maringa
Maringa
Maringa
Maringa
Maringa
Maringa
Maringa
Maringa

BGM=Banco de germoplasma de mandioca; FE=Folha estreita; FL=Folha larga; IAC= Instituto Agronémico de

Campinas.

Fonte: SEAB, 2008.

SANTA CATARINA
53 52

Figura 1 — Localizacdo geogréafica dos municipios de Maringa (M), Cianorte (C) e
Toledo (T), Parana.

No local de coleta, em cada localidade, as cultivares tradicionais foram

identificadas e foi observada a variabilidade fenotipica entre plantas, ou seja, a

presenca de diferencas morfologicas entre elas. Das plantas que apresentavam
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caracteristicas diferenciadas, foram coletadas aproximadamente de cinco a dez
ramas adultas, as quais foram identificadas individualmente e amarradas em feixes.
As ramas de cada cultivar coletada foram armazenadas na posi¢ao vertical
sob ambiente protegido de radiac&o solar, precipitacdo pluvial direta e temperaturas
elevadas, at¢é o momento do plantio, para evitar a desidratacdo das mesmas.
Posteriormente, elas foram identificadas in situ no Banco Ativo de Germoplasma de
Mandioca do Departamento de Agronomia, localizado na Fazenda Experimental de
Iguatemi (FEI), da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Por ocasido do plantio,
apos uma selecédo prévia, procedeu-se o corte do material de propagacédo (manivas)
em segmentos de 0,15 a 0,20 m de comprimento. As manivas foram cortadas com o
auxilio de uma serra circular, assegurando-se que pelo menos cinco gemas fossem
deixadas em cada propagulo, que foi colocado em cova e coberto por uma camada

de aproximadamente 10 cm de terra (Lorenzi e Dias, 1993).

3.2. Extracao e quantificacdo de DNA

3.2.1. Extracdo do DNA

As ramas de cada uma das 122 cultivares tradicionais, quando maduras,
foram coletadas, identificadas, seccionadas em manivas de aproximadamente
0,20m de comprimento, plantadas em caixas com areia lavada e mantidas em casa
de vegetacdo do Nucleo de Pesquisa Aplicada a Agricultura (Nupagri-UEM).

Posteriormente, por ocasido da brotacdo das manivas, efetuou-se a coleta
das folhas jovens de cada cultivar tradicional, as quais foram acondicionadas em
pacotes de papel aluminio previamente identificados. Os pacotes contendo as folhas
coletadas foram imediatamente mergulhados em nitrogénio liquido. Em seguida,
estas amostras foram transportadas ao Laboratorio de Melhoramento do Feijoeiro
Comum e Biologia Molecular do Nucleo de Pesquisa Aplicada a Agricultura
(Nupagri), onde foi feita a extracdo de DNA, utilizando o protocolo descrito por
Dellaporta et al. (1983).

3.2.2. Quantificacao, amplificacdo do DNA e eletroforese
O DNA extraido de cada uma das 122 cultivares tradicionais foi quantificado
por meio das leituras de concentracdo obtidas via Fluorimetro Qubit® (Qubit
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Fluorometer Invitrogen). Apos a quantificacdo do DNA, procedeu-se a diluicdo de
cada uma das amostras a uma concentracdo final de 50 ng pL'l de DNA (Sawazaki
et al., 2002; Xia et al., 2005).

A amplificacdo deste material genético, mediante PCR, foi realizada com a
aplicacdo das amostras de DNA diluido em tiras de oito tubos especificos, com
parede translicida e capacidade para 6,0 yL. Em cada tubo, foi aplicada uma
aliguota homogeneizada da solucéo de trabalho da ordem de 5,0 uL, adicionando-
se, posteriormente, 0s outros componentes para a reagdo, em forma de um mix,
com volume final de 20 pL (Chavarriaga-Aguirre et al., 1998; Mba et al., 2001).

Dessa forma, cada reacao (25 upL) foi composta por: 50 ng de DNA; 0,25
mM de cada um dos desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP); 1,5 mM
de MgCl,; 10mM de tampéo PCR Buffer 10x - MgCl, (Invitrogen); 0,08 uM de cada
primer (senso e antisenso), uma unidade de Taq polimerase (Perkin Elmer-Cetus
Corp.) e agua ultrapura (g.s.p.). As reagbes de PCR foram conduzidas mediante
programas especificos, em termociclador (Techne Endurance TC-512, Analitica).

Neste estudo, foram utilizados 13 pares de primers microssatélites das
séries: GA desenvolvidos por Chavarriaga-Aguirre et al. (1998) e SSRY,
desenvolvidos por Mba et al. (2001), utilizados com sucesso por Costa et al. (2013)
no estudo desenvolvido com as cultivares tradicionais coletadas em area urbana de
Maringa (Quadro 2).

Os ciclos de amplificacdo para os primers “SSRY” foram constituidos das
seguintes etapas: uma etapa de desnaturacao inicial a 94°C, por 5 minutos, seguida
por 30 ciclos compostos por uma etapa de desnaturacdo a 95°C, por um minuto,
uma etapa de ligacdo do primer ao DNA, com temperatura variavel de acordo com o
primer e duracdo de dois minutos e uma etapa de elongacéo da fita, a 72°C, por
dois minutos. Ao final dos 30 ciclos, uma ultima etapa de elongacéo foi realizada, a
72°C por 5 minutos (Mba et al., 2001).

Os programas de amplificagdo para os primers “GA”, por suas vez, foram
constituidos das seguintes etapas: uma etapa de 94°C, por 10 minutos; uma etapa
de desnaturacdo do DNA a 95 ° C, por 4 minutos; 25 ciclos de 95° C, por 1 minuto, 2
minutos para anelamento do primer ao DNA, variando entre 45 e 56°C e extenséo, a
72°C, por 2 minutos, e uma gquarta etapa de 72°C, por 10 minutos, ap0s o término

dos ciclos (Chavarriaga-Aguirre et al., 1998).
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Quadro 2 — Loci microssatélites analisados nas 122 cultivares tradicionais de mandioca-de-mesa de Maringa, Cianorte e Toledo,
Estado do Parana

Primer MgCl, RA® TA*

5
(5-3) (HL) (pb) (°C) Ref

Loci GL! Motif

144

F: GGCTTCATCATGGAAAAACC

R": CAATGCTTTACGGAAGAGCC

F: AGCAGAGCATTTACAGCAAGG

GA 57 nd NP R TGTGGAGTTAAAGGTGTGAATG 2,00 153-183 59,0 A
F: AGTGGAAATAAGCCATGTGATG

GA 126 K NP R": CCCATAATTGATGCCAGGTT 0.75 178-214 58,0 A

F: CTCTAGCTATGGATTAGATCT

GA 21 nd® NP’ 1,25 104-126 58,0 A

GA 127 K NP R: GTAGCTTCGAGTCGTGGGAGA 3,00 203-239 57,0 A
GA 134 nd NP ; i%éAA-I_;_%gCACTCAAGAA-ggTGCAAGC%g 3,00 309-337 59,0 A
GA 136 nd NP E ig¥gg2£¢éﬁ%gi?é@ﬁ%g%cp\ 2,00 145-161 55,0 A
GA 140 nd NP ;',:: -ESTACGAC'IA\C?A?C? AA%AC\I(-;"CA%-'II—'L%:%?AL% 4,00 154-164 55,0 A
s 1 eme G SCMOMTICOCTOOME s ma w0 b
SSRY 19 v (CT)a(CA)1g Eﬁ?é?éﬁ?é’?gff ::g?gggg’; 0,75 214 55,0 B
swm o ewe  GOocemaTomiey o w0 b
sz eme  GIoMACTOTICMATICO: s me s b
SSRY 101 20 (GCT)13 E ig:géﬁgéii?gigéﬁ.??f CA 0,75 213 55,0 B
SSRY 135 G (CT)1e E iiéi?é?gggiéﬁgi%iﬁi% 0,75 253 45,0 B

! Grupo de Ligagdo (Chavarriaga-Aguirre et al.,1998; Mba et al., 2001; Sraphet et al., 2011);2 Foward (F) e Reverse (R');3 Regido de amplificacdo, em pares de bases (pb);4
Temperatura de anelamento utilizada;” Referéncia: A - Chavarriaga-Aguirre et al. (1998); B — Mba et al. (2001);6 N3o determinado;’ Motif ndo publicado.



Os fragmentos amplificados foram separados por meio do processo de
eletroforese, utilizando como base o gel de poliacrilamida ndo desnaturante, em
concentracdo de 10%. Apds polimerizacdo do gel, as amostras foram previamente
preparadas, misturando-se 8,0 yL do tampao de carregamento Loading Buffer 6x
em cada tubo de PCR contendo o produto amplificado, e aplicadas na proporgéao de
uma amostra por po¢o. Uma aliquota de 10 uyL do DNA juntamente com o Buffer foi
aplicada em cada pocgo.

As amostras, em conjunto com o marcador molecular padrdo de 100 pb
(Ladder — Invitrogen), passaram pelo processo de migragdo em cuba vertical de
eletroforese, por aproximadamente 3 horas e 30 minutos, em voltagem de 100 V. O
tampdo, condutor da corrente elétrica na cuba utilizado, foi o TBE 1X (Trisborato
EDTA).

Finalizando o processo, os géis obtidos foram submetidos a coloracao por
SYBR® Safe DNA gel stain (Life Technologies™) e digitalizados (arquivados em
formato JPEG), utilizando o Sistema de Fotodocumentacdo L-Pix EX (Loccus
biotecnologia). As imagens foram identificadas de acordo com o primer e gravadas

para posterior analise e conferéncia.

3.3. Andlises estatisticas

As imagens obtidas a partir dos géis com os fragmentos de DNA,
amplificados e separados, foram submetidas a verificacdo de alturas de bandas
para obtencdo de dados sobre os alelos, por meio da comparacao realizada entre
as bandas e o padréo (Ladder) de 100 pares de bases (pb). Esta avaliacao foi
realizada por meio do programa de fotodocumentacdo LABIMAGE 1D, Reviséo 1.10
(Loccus Biotecnologia).

Na analise de estrutura populacional das 122 cultivares de mandioca-de-
mesa em estudo foi utilizado o Programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000).
Esta analise foi realizada com 10.000 repeticdes em burn-in e 100.000 repeticdes na
Cadeia de Markov-Monte Carlo — MCMV (Pritchard et al., 2000; Evanno et al., 2005).
Com os parametros padrdao do programa e mantendo o modelo de mistura
populacional (admixture model), foram efetuadas 14 simula¢gbes de agrupamento,
com o fator K (namero de grupos ou populagfes) variando de 2 a 15, tendo sido

avaliadas, no arquivo de saida, as probabilidades P(K) dos individuos pertencerem
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ao k-ésimo grupo, tanto numericamente como na forma gréfica (bar plot) gerada
pelo programa (Kwak e Gepts, 2009).

Na analise de estrutura das populacdes, foi realizada a Anadlise de
Coordenadas Principais — PCoA, empregando-se o Programa GenAlEx 6.5 (Peakall
e Smouse, 2006, 2012). Também por meio do programa GenAlEx 6.5, foram
determinadas as frequéncias alélicas por locus avaliado (Peakall e Smouse, 2006,
2012).

Os demais parametros de diversidade genética foram calculados com o
emprego do Programa PowerMarker 3.25 (Liu e Muse, 2005). Além disso, a
diversidade genética entre as cultivares tradicionais também foi avaliada mediante a
construgdo da matriz de distancias, com base na distancia de C.S. Chord (Cavalli-
Sforza e Edwards, 1967) e implementada pelo programa PowerMarker 3.25 (Liu e
Muse, 2005).
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4. RESULTADOS E DICUSSAO

4.1. Diversidade genética

O Quadro 3 apresenta os indices de diversidade genética estimados.
Observa-se, nas frequéncias alélicas encontradas, que todos os 13 loci foram
considerados polimérficos, tendo em vista que, em todos, a frequéncia do alelo mais
comum ndo ultrapassou 0,95 (Clark et al., 1981). A média dos alelos mais
frequéntes foi de 0,5539 e os valores de frequéncia encontrados para os alelos mais
comuns variaram entre 0,4342 para GA 140 e 0,8051 para GA 21. Estes resultados
condizem com a maioria dos trabalhos utilizando microssatélites na determinacéo da
diversidade genética em acessos de mandioca, nos quais aproximadamente 100%
dos loci sao polimérficos (Fregene et al., 2003; Lokko et al., 2006; Kizito et al., 2007;
Moyib et al., 2007; Peroni et al., 2007; Raghu et al., 2007; Siqueira et al., 2009;
Turyagyenda et al., 2012; Costa et al., 2013).

Entre os 13 loci microssatélites avaliados, foi obtido um total de 40 alelos,
com uma média de 3,07 alelos por locus (Quadro 3). O numero de alelos por locus
variou de 2 (GA 21, GA 57, GA 134 e GA 136) a 4 (GA 126, GA 140, SSRY 21,
SSRY 45 e SSRY 101). A média de alelos por locus superou alguns estudos como
Moyib et al. (2007), Sree Lekha et al. (2010), Sree Lekha et al. (2011) e Costa et al.
(2013) que variaram entre 1,78 e 2,53. Porém, ficou um pouco aquém da maioria
dos trabalhos de Muhlen et al. (2000), Fregene et al. (2003), Mkumbira et al. (2003),
Elias et al. (2004), Lokko et al. (2006), Raghu et al. (2007), Peroni et al. (2007),
Siqueira et al. (2009), Asare et al. (2011) e Turyagyenda et al. (2012) que variaram
de 4 a 6 alelos por locus. Este fator pode ser um indicativo da estreita base genética
da populagédo como um todo (Costa et al., 2013).

No Quadro 3 pode-se observar a ocorréncia de alelos raros em alguns dos
loci. Alelos raros sdo aqueles que estdo presentes na populacdo com frequéncias
inferiores a 0,05 (Siqueira et al., 2009). Neste trabalho, eles foram encontrados em
todos os loci microssatélites que apresentaram quatro alelos distintos. Destaca-se 0
alelo de 242 pares de bases do locus GA 126, de 147 pb em GA 140, de 150 pb em
SSRY 21, de 214 pb em SSRY 45 e de 195 pb em SSRY 101.
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Quadro 3 — indices estimados de diversidade genética por locus microssatélite
avaliado

1 . N°. de Alelo ~ 2 3 Diversidade
GL Loci alelos (pb) Frequéncia PIC H, genética
4
nd GA 21 2 102 08051 0,2646 03559 0,3138
108 0,1949
nd GA 57 2 1o 02375 0,2966 0,4750 0,3622
171 0,7625 ’
K 183 0,4955
GA 126 4 190 0,0714 0,6786 0,5869
228 0.4018 0,5027
242 0,0313*
K 200 0.2679
GA 127 3 07 0.1071 0,4595 0,2679 0,5261
242 0,6250
317 0,5631
nd GA 134 2 0,3710 0,0270 0,4920
324 0,4369
nd 147 0,5880
GA 136 2 0,3671 0,3611 0,4845
158 0,4120
nd 147 0,0439*
148 0,1535
GA 140 4 158 0434 0,5824 0,3333 0,6502
162 0,3684
1 223 0,2193
SSRY 13 3 237 0,2588 0,5434 0,6053 0,6125
252 0,5219
v 194 0,1102
SSRY 19 3 218 0,5042 0,4995 0,6695 0,5849
236 0,3856
B 150 0,0045*
SSRY 21 4 o o 05047  0,6250  0,5903
190 0,4018
2 185 0,1282
204 0,4744 0,5315  0,8718 0,6105
SSRY 45 4 214 0,0128*
218 0,3846
20 174 0,4914
177 0,2888
SSRY 101 4 189 0,2155 0,5582 0,2931 0,6287
195 0,0043*
G 249 0,44915
SSRY 135 3 263 0,10170 04964  0,6271 0,5862
284 0,44915
Média 3,0769 0,5539° 0,4598 0,4762 0,5407

! Grupo de ligagédo (Chavarriaga-Aguirre et al.,1998; Mba et al., 2001; Sraphet et al., 2011).
% Contelido de informagcao de polimorfismo.

8 Heterozigosidade por locus.

* N&o determinado.

® Medida das maiores frequéncias alélicas.

* Alelos raros: Frequéncia < 0,05, segundo Siqueira et al. (2009).

28



Alelos raros podem ser utilizados na diferenciacdo de individuos devido ao
fato de elevarem os valores de PIC dos primers, de forma a aumentar o potencial
discriminativo dos mesmos (Botstein et al., 1980). Neste trabalho, o alelo de 242 pb
de GA 126 esteve presente nas cultivares BGM 454T, BGM 488T, BGM 47C, BGM
55C, BGM 76C, BGM 78C e BGM 92M; o alelo de 147 pb de GA 140 esteve
presente nas cultivares BGM 252M, BGM 323M, BGM 17M, BGM 18M, BGM 51M,
BGM 56M e BGM 62M; o alelo de 150 pb de SSRY 21 foi exclusivo de BGM 73C; o
alelo de 214 pb foi encontrado em BGM 73C, BGM 74C e BGM 75C; e o alelo de
195 pb foi exclusivo de BGM 488M. Além disso, alelos raros sédo Uteis em selecéo
assistida por marcadores moleculares, quando encontrado algum gene de interesse
agrondmico ligado aos mesmos (Reis et al., 2011), constituindo, portanto,
oportunidades para trabalhos futuros.

Em adicdo, foram identificados alelos de baixa frequéncia (Quadro 3) que,
segundo Viegas et al. (2011), estdo presentes em taxas entre 0,05 e 0,25. Pode-se
observar no Quadro 3 os alelos: 108 pb em GA 21, 146 pb em GA 57, 190 pb em
GA 126, 227 pb em GA 127, 148 pb em GA 140, 223 pb em SSRY 13, 194 pb em
SSRY 19, 165 pb em SSRY 21, 185 pb em SSRY 45, 189 pb em SSRY 101 e 263
pb em SSRY 135.

Os resultados encontrados para alelos raros e de baixa frequéncia estéo de
acordo com diversos trabalhos realizados com mandioca e registrados na literatura
(Peroni et al., 2007; Rocha et al., 2008; Sigueira et al., 2009; Asare et al., 2011;
Turyiagienda et al. 2012). E importante destacar que, nos estudos realizados por
Rocha et al. (2008), analisando a variabilidade genética de cultivares tradicionais de
mandioca de comunidades indigenas locais na Costa Rica, foram encontrados
alelos raros e de baixa frequéncia entre os primers GA 21, GA 126, GA 127 e GA
140, também utilizados neste trabalho. Resultados similares foram encontrados para
o primer GA 126 por Peroni et al. (2007) e Siqueira et al. (2009). Ainda pode-se
observar (Quadro 3) alelos raros para os primers SSRY 21, SSRY 101 (Asare et al.,
2011) e para SSRY 135 e SSRY 21 (Turyiagienda et al., 2012). Ressalte-se o locus
SSRY 101, que apresentou o alelo de 195 pb com frequéncia de 0,0043, sendo esta
a menor entre todos os alelos encontrados neste estudo (Quadro 3).
Adicionalmente, o primer SSRY 101 apresenta um baixo valor de heterozigosidade
observada (H,=0,2931). Isto leva a crer que este alelo se encontra altamente

suscetivel as forcas evolutivas, principalmente a deriva genética que pode gerar a
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eventual eliminagcdo desse alelo da populacdo (Reed e Frankham, 2003) e
consequentemente, de genes de interesse que possam estar ligados a ele.

O locus GA 134 também apresentou um grande desvio com relacdo a
heterozigosidade esperada. Para este locus, o baixo valor de H, de 0,0270 est4
ligado a forte tendéncia a homozigose entre as cultivares tradicionais analisadas
(Quadro 3). Apesar do baixo valor de heterozigose, nenhum dos alelos (317 pb e
324 pb) tende a fixagdo na populacdo, uma vez que ambos apresentam frequéncias
similares: para o alelo de 317 pb a frequéncia foi de 0,5631; para o alelo de 324 pb
foi de 0,4369. Siqueira et al. (2009) também atingiram valores baixos para H,
(0,095) para este locus.

O alelo de 102 pb presente em GA 21 (Quadro 3) apresentou a maior
frequéncia entre todos os demais (0,8051). Este alelo apresenta uma tendéncia a
fixacdo na populacdo (Costa et al., 2013), pois, com o valor de heterozigosidade
observada (0,3559) somado a alta frequéncia do alelo de 102 pb (Quadro 3), este
locus se torna mais suscetivel as forcas evolutivas, principalmente deriva genética
(Reed e Frankham, 2003).

No Quadro 3, encontra-se, também, o valores de heterozigosidade média
observada: 0,4762. Estes resultados foram comparaveis aqueles de Rocha et al.
(2008) que, ao estudar populacdes de mandioca de duas reservas indigenas da
Costa Rica, além de cultivares comerciais, constataram valores de heterozigosidade
média observada que variaram entre 0,4241 e 0,4757. Estes valores também estdo
de acordo com os trabalhos de Muhlen et al. (2000), que encontraram
heterozigosidade média de 0,56; de Fregene et al. (2003), que encontraram o valor
de 0,5136; de Elias et al. (2004), com 0,506; e de Costa et al. (2013), com 0,5580.
Outros estudos com mandioca identificaram médias maiores para H, como Asare et
al. (2011), os quais, trabalhando com acessos de mandioca de Gana, encontraram
0,78; e Turyagyenda et al. (2012) que encontraram H, de 0,726 em acessos de
Uganda. Todavia, existem ainda trabalhos como os de Siqueira et al. (2009) e de
Sree Lekha et al. (2010) que obtiveram médias de heterozigosidade observada mais
baixa, com valores de 0,265 e 0,2255, respectivamente. Avaliando-se os valores de
heterozigosidade encontrados no presente estudo, em sua maioria elevados
(Quadro 3), pode-se afirmar que existe ampla heterozigose entre as plantas de

mandioca cultivadas pelos agricultores. Esta € uma caracteristica tipica de plantas
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como a mandioca, que apresentam propagacao vegetativa somada a um sistema de
fecundacao cruzada (alogamia) (Fregene et al., 2003).

Com relacéo a diversidade genética, os loci GA 140, SSRY 101 e SSRY 13
foram aqueles que apresentaram os maiores valores: 0,6502; 0,6287 e 0,6125
respectivamente. Por sua vez, os menores valores de diversidade encontrados
vieram de GA 21 e GA 57 e foram 0,3138 e 0,3622 (Quadro 3).

Excluindo-se os primers GA 21 e GA 57 que apresentaram valores mais
reduzidos de diversidade (Quadro 3), os demais primers tiveram um comportamento
similar com relacdo a diversidade genética, apresentando valores elevados com
pouca variacdo em torno da média, conforme ocorre na maioria dos estudos (Peroni
et al., 2007; Siqueira et al. 2009; Turyagyenda et al., 2012).

Os primers GA 21 e GA 57 apresentaram um comportamento similar ao
apresentado por GA 134 no trabalho de Muhlen et al. (2000). O desequilibrio entre
as frequéncias alélicas faz com que o locus apresente uma baixa estimativa para
diversidade genética, principalmente em loci com reduzido numero de alelos.
Comportamentos similares também sao relatados por Elias et al. (2004) e Ribeiro et
al. (2011) com o primer GA 16, e por Asare et al. (2011) com o primer SSRY 181.

No Quadro 3, encontram-se os valores de PIC (Contetdo de Informacéo de
Polimorfismo) (Botstein et al., 1980), que € um indicativo do contetdo informativo de
cada primer. Ou seja, do poder discriminatdrio que eles possuem entre cada cultivar
tradicional de mandioca (Moyib et al., 2007). Valores superiores a 0,5 indicam que o
locus é altamente informativo; entre 0,25 e 0,5 medianamente informativos; e
inferiores a 0,25 levemente informativos (Botstein et al., 1980).

O valor médio de PIC encontrado foi de 0,4598 e, na média, os primers
podem ser considerados medianamente informativos, apesar da proximidade entre
o valor encontrado e o valor limite de 0,5, acima do qual se encontram os loci
altamente informativos. Segundo Xia et al. (2005), os valores de PIC para
marcadores SSR utilizados na cultura da mandioca variam entre 0,5 e 0,7, logo, 0
parametro PIC médio encontrado foi reduzido para SSR em mandioca. O valor
médio de PIC encontrado foi reduzido em comparagdo a maioria dos estudos
encontrados na literatura (Raghu et al., 2007; Asare et al., 2011; Turyagyenda,
2012), seguindo, porém, a mesma tendéncia de apresentar primers tanto com alto

quanto com mediano contetdo informativo (Quadro 3).
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Desta forma, seis dos 13 primers utilizados foram considerados altamente
informativos, sendo os de maior valor de PIC GA 140 com 0,5824, SSRY 101 com
0,5582 e SSRY 13 com 0,5434. Os demais loci SSR utilizados foram enquadrados
como medianamente informativos, sendo que os menos informativos foram os loci
GA 21 e GA 57, com valores de 0,2646 e 0,2966, respectivamente (Quadro 3).

Moazami-Goudarzi et al. (1994) afirmam que o valor de PIC é diretamente
dependente do numero de alelos encontrados por locus, assim como de suas
frequéncias. Este fato explica tanto os loci com os mais baixos valores informativos
encontrados e que apresentaram apenas 2 alelos (Quadro 3), como os loci que
apresentaram os maiores valores de conteudo informativo, possuindo 4 alelos.

O estudo realizado por Asare et al. (2011) relatou uma média superior para
PIC em torno de 0,53. Porém, nesse caso, foi observada uma alta variacdo para os
valores de PIC entre os primers (de 0,07 até 0,68). Um valor médio de PIC superior
foi encontrado também por Turyagyenda et al. (2012), os quais encontraram um
valor de 0,611. Os valores encontrados no presente estudo foram, porém,
superiores aos obtidos por Moyib et al. (2007), que encontraram um valor médio
para PIC de 0,4206. Além disso, os estudos de Costa et al. (2013) com as mesmas
cultivares tradicionais de mandioca de Maringa utilizadas no presente estudo,
apontam o valor de 0,4040. Este fato pode ser explicado, pois, ao adicionarem-se a
analise genético-estatistica as populacdes de Cianorte e de Toledo, procedeu-se um
aumento na diversidade genética do conjunto, aumenta o niumero de alelos por
primer e, consequentemente, as médias de divergéncia genética e de PIC. Deste
modo, pode-se dizer que populacées maiores e menos homogéneas tendem a
apresentar valores mais altos de conteudo informativo por locus (Moazami-Goudarzi
et al., 1994).

No Quadro 4, encontram-se as frequéncias alélicas obtidas para cada local
de coleta. P6de-se constatar grande divergéncia nas taxas de ocorréncia dos alelos,
além da ocorréncia de alguns alelos Unicos em alguns locais. Alguns exemplos que
podem ser detectados sé&o os dos alelos de 146 pb do locus GA 57, e de 147 pb de
GA 140, que ocorreram exclusivamente em Maringa. Também os alelos de 150 pb
de SSRY 21 e de 214 pb de SSRY 45, exclusivos de Cianorte; e o alelo de 195 pb
de SSRY 101, exclusivo de Toledo.
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Quadro 4 — Frequéncias alélicas e contetdo de informacdo de polimorfismo para
cada um dos loci SSR por local de coleta

Loci Alelo (pb) Toledo PIC Cianorte PIC Maringa PIC
GA 21 102 1,0000 0,8462 0,6936
108 - 0,0000 0,1538 0,2265 0,3064 0,3347
GA 57 146 - - 0,4453
171 1,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,5547 0,3720
183 0,4821 0,3600 0,5593
190 0,1786 0,1200 -
GA 126 228 0,3036 0,5778 0,4400 0,5922 0,4322 0,3833
242 0,0357 0,0800 0,0085
200 - ; 0,5263
GA 127 227 0,3667 0,3566 0,0400 0,0739 - 0,3743
242 0,6333 0,9600 0,4737
GA 134 317 04286 03698 4031 03690  gaa74 03722
324 0,5714 0,5769 0,5526
GA 136 147 0,7593 0,2987 0,5625 0,3711 0,5175 0,3747
158 0,2407 0,4375 0,4825
147 - ; 0,0833
GA 140 148 0,3750 0,2692 -
158 0,4821 0,5259 0,2500 0,5624 0,4917 0,4775
162 0,1429 0,4808 0,4250
223 0,2222 0,2826 0,1953
SSRY 13 237 0,2963 0,5587 0,3044 0,5832 0,2266 0,5126
252 0,4815 0,4130 0,5781
194 0,2500 0,0577 0,0703
SSRY 19 218 0,3929 0,5810 0,8269 0,2767 0,4219 0,4631
236 0,3571 0,1154 0,5078
150 - 0,0217 -
165 0,3913 0,1087 0,0076
SSRY 21 174 0,2173 0,5707 0,6957 0,4316 0,5076 0,3860
190 0,3914 0,1739 0,4849
0
0 0781
185 0,1786 0,2000
0,4286 0,5519 0 06076 0,5000 0,4717
SSRY 45 204 0.4600
- 0 -
214 0,0600
218 0,3928 0 0,4219
0,2800
174 0,1607 0,2400 0,7381
SSRY 101 177 0,5893 0,5143 0,5600 0,5230 0,0476 0,3543
189 0,2321 0,2000 0,2143
195 0,0179 ; )
249 0,3889 0,3800 0,5000
SSRY 135 263 0,3704 0,5787 0,0800 0,4678 ) 0,3750
284 0,2407 0,5400 0,5000
Média ; 0,5847 0,4219 0,6432 0,3912 0,5559 0,4040
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Desta forma, fica evidente a diferenciagdo entre as cultivares tradicionais
dos trés locais de origem, fato que demonstra uma possivel estruturacdo da
populacdo em diferentes grupos. Em decorréncia das diferentes frequéncias
alélicas, também se pode observar que alguns loci ndo foram informativos nas
populacdes em que nao houve polimorfismo, tal como ocorreu com o locus GA 21
na populacéo de Toledo (Quadro 4).

Encontram-se, no Quadro 5, as combinagbes mais divergentes e mais
similares, obtidas pela distancia de C. S. Chord (Cavalli-Sforza e Edwards, 1967) e
gue demonstram a divergéncia entre as cultivares tradicionais de mandioca-de-
mesa pelo programa PowerMarker 3.25 (Liu e Muse, 2005).

No Quadro 5, observa-se as combinacdes mais divergentes encontradas e
pode-se destacar BGM 434T x BGM 20M, com a distancia de 0,7809, seguida por
BGM 35C x BGM 20M, BGM 430T x BGM 232M e BGM 430T x BGM 164M, com
0,7773, 0,7669 e 0,7556, respectivamente. Cabe ressaltar que todas as
combinacgdes exibidas no Quadro 5 podem ser consideradas altamente divergentes,
sendo aquelas que contém os individuos mais geneticamente distantes entre as
7381 possiveis combinacdes de cruzamentos entre as 122 cultivares tradicionais
analisadas.

Das 33 combinac¢des mais divergentes exibidas, 58% foram entre cultivares
tradicionais de Maringa e de Toledo, 30% entre Cianorte e Maringa, 9% entre
Toledo e Cianorte e 3% exclusivamente de Toledo. Isso reflete a tendéncia geral
observada entre as 122 cultivares de uma maior dissimilaridade entre as populacfes
de Toledo e de Maringa.

A cultivar tradicional BGM 20M, que apareceu na combinacdo mais
divergente no presente estudo, esteve entre as de mais elevada divergéncia para
com as demais cultivares de Maringa estudadas por Costa et al. (2013). No presente
estudo, porém, as combinacdes mais divergentes ficaram em sua grande maioria
entre cultivares de locais diferentes. Isso indica a conexdo entre caracteristicas
genotipicas e local de origem da cultivar tradicional, sugerindo a formacéo de mais
de um grupo dentro da populacdo, separando cultivares tradicionais de locais
distintos, assim como as cultivares tradicionais mais divergentes dentro de um

mesmo local (Quadro 5).
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Quadro 5 — Combinacgdes divergentes e similares entre as 122 cultivares tradicionais
de mandioca-de-mesa coletados no Estado do Parang, resultantes da avaliacao por

meio da Distancia C.S. Chord (Cavalli-Sforza e Edwards, 1967)

Combina¢cdes mais divergentes

Combinacdes mais similares

BGM 434T* x BGM 20M = 0,7809
BGM 35C x BGM 20M = 0,7773
BGM 430T x BGM 232M = 0,7669
BGM 430T x BGM 164M = 0,7556
BGM 430T x BGM 322M = 0,7441
BGM 35C x BGM 164M = 0,7441
BGM 66C x BGM 322M = 0,7441
BGM 432T x BGM 460T = 0,7386
BGM 495T x BGM 20M = 0,7361
BGM 434T x BGM 34M = 0,7357
BGM 434T x BGM 36M = 0,7357
BGM 495T x BGM 322M = 0,7351
BGM 434T x BGM 56M = 0,7326
BGM 449T x BGM 56M = 0,7326
BGM 430T x BGM 323M = 0,7311
BGM 430T x BGM 326M = 0,7311
BGM 63C x BGM 222M = 0,7267
BGM 73C x BGM 236M = 0,7261
BGM 460T x BGM 35C = 0,7249
BGM 66C x BGM 164M = 0,7239
BGM 495T x BGM 164M = 0,7237
BGM 434T x BGM 37M = 0,7220
BGM 449T x BGM 50M = 0,7187
BGM 35C x BGM 179M = 0,7187
BGM 483T x BGM 214M = 0,7167
BGM 430T x BGM 222M = 0,7157
BGM 73C x BGM 33M = 0,7124
BGM 66C x BGM 323M = 0,7092
BGM 461T x BGM 35C = 0,7067
BGM 461T x BGM 35C= 0,7067
BGM 443T x BGM 50M = 0,7062
BGM 430T x BGM 214M = 0,7040
BGM 70C x BGM 236M = 0,7022

BGM 460T x BGM 467T = 0,0000
BGM 441T x BGM 444T = 0,0000
BGM 39C x BGM 47C = 0,0000
BGM 48C x BGM 55C = 0,0000
BGM 48C x BGM 63C = 0,0000
BGM 25M x BGM 30M = 0,0000
BGM 25M x BGM 31M = 0,0000
BGM 36M x BGM 37M= 0,0000
BGM 59M x BGM 162M = 0,0375
BGM 5M x BGM 16FE M = 0,0375
BGM 30M x BGM 33M = 0,0375
BGM 31M x BGM 33M = 0,0375
BGM 34M x BGM 36M = 0,0375
BGM 12M x BGM 139M = 0,0487
BGM 25M x BGM 37M = 0,0443
BGM 25M x BGM 33M = 0,0406
BGM 34M x BGM 37M = 0,0406
BGM 444T x BGM 445T = 0,0538
BGM 161M x BGM 214M = 0,0541
BGM 162M x BGM 214M = 0,0541
BGM 163M x BGM 214M = 0,0541
BGM 59M x BGM 214M = 0,0541
BGM 222M x BGM 232M = 0,0541
BGM 121M x BGM 124M = 0,0541
BGM 12M x BGM 90M = 0,0541
BGM 441T x BGM 445T = 0,0579
BGM 59M x BGM 161M = 0,0693
BGM 461T x BGM 467T = 0,0693
BGM 467T x BGM 496T = 0,0693
BGM 434T x BGM 449T = 0,0693
BGM 67C x BGM 48C = 0,0693
BGM 67C x BGM 63C = 0,0693
BGM 47C x BGM 63C = 0,0693

*Cultivares tradicionais seguidas da letra T s&o originarios de Toledo, C de Cianorte e M de Maringa.



Da mesma forma, algumas cultivares tradicionais que figuram entre as mais
divergentes, oriundas de Cianorte, também o foram no trabalho de Zuin (2006),
como as mais divergentes dentro do local. As cultivares BGM 63C, BGM 70C e BGM
73C sédo citadas por Zuin (2006), entre as combinacbes mais divergentes
determinadas pelo complemento aritmético do coeficiente de similaridade de
Jaccard, utilizando o método de RAPD, em 43 cultivares tradicionais de mandioca
coletadas em Cianorte, das quais 26 foram analisadas no presente estudo. Além
dessas cultivares tradicionais, Zuin (2006) também cita a cultivar BGM 35C entre
as mais divergentes. Isso demonstra o fato de que, em Cianorte, existem cultivares
tradicionais divergentes, ndo excluindo a chance de cultivares similares as de
Maringa.

Com relacdo as cultivares tradicionais oriundas de Toledo, no trabalho
realizado por Silva (2010), utilizando marcadores RAPD para a determinagéo da
divergéncia genética entre 66 cultivares tradicionais de mandioca-de-mesa, também
observa-se um padrdo claro entre as mesmas cultivares tradicionais de Toledo
incluidas neste trabalho entre as combinacbes mais divergentes. As cultivares
tradicionais BGM 430T, BGM 432T e BGM 434T estdo entre as cultivares mais
similares entre si, dentro das combina¢des de cultivares obtidas por Silva (2010).
Logo, é um fato natural que as trés estejam citadas nas combinacbes mais
divergentes neste trabalho, todas combinadas com cultivares tradicionais de
Maringa. Além disso, em Silva (2010), observa-se, também, que as cultivares
tradicionais BGM 461T e BGM 483T sao bastante similares entre si e as cultivares
BGM 430T, BGM 432T e BGM 434T. Isso se deve aos coeficientes de
dissimilaridade calculados a partir dos coeficientes de similaridade de Jaccard,
determinados por meio de marcadores RAPD.

As cultivares tradicionais mais divergentes encontradas neste estudo podem
ser utilizadas em programas de melhoramento como parentais na formacao de
clones heteréticos (Gongalves-Vidigal et al., 1997) desde que o0s parentais sejam
geneticamente complementares (Nick et al., 2010). Para tanto, € necessario que
sejam determinadas suas caracteristicas agrondmicas referentes ao conteddo de
matéria seca, produtividade, caracteristicas organolépticas e presenca de floracao.

Os cruzamentos mais indicados para a regido de Maringa sao aqueles
envolvendo as cultivares tradicionais BGM 20M, BGM 232M, BGM 164M, BGM
322M, BGM 56M, BGM 323M e BGM 222M, pois, segundo Kvitschal (2008), estas
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apresentam floragdo. Ainda segundo Kvitschal (2008), pode-se observar que, entre
as cultivares que apresentam floracdo, BGM 20M apresenta as caracteristicas mais
interessantes em um cruzamento, como o teor de amido superior ao da média
encontrada em seu trabalho (300,96 g.kg'l) além de apresentar tolerancia ao
superalongamento e a bacteriose.

Conforme dados do Quadro 5, as cultivares menos divergentes
encontradas e consideradas provaveis duplicatas sdo: BGM 460T e BGM 467T,;
BGM 441T e BGM 444T; BGM 39C e BGM 47C; BGM 48C, BGM 55C e BGM 63C;
BGM 25M, BGM 30M e BGM 31M e BGM 36M com BGM 37M.

As cultivares tradicionais originarias de Maringh BGM 25M, BGM 30M e
BGM 31M estdo entre as mais similares no presente estudo e, segundo Costa et al.
(2013), também podem ser consideradas como possiveis duplicatas utilizando-se
marcadores SSR. Os resultados obtidos para estas cultivares tradicionais de
Maringa utilizando marcadores moleculares RAPD por Silva (2010) apresentaram
correlacdo com resultados obtidos por marcadores SSR no presente estudo. No
estudo realizado por Silva (2010) os coeficientes de similaridade de Jaccard para
BGM 25M foram 0,7164 e 0,6957 entre BGM 30M e BGM 31M, respectivamente. O
coeficiente de similaridade entre BGM 30M e BGM 31M também foi considerado
elevado (0,8636). Este fato pode ser observado entre as cultivares tradicionais BGM
36M e BGM 37M que, pela técnica de RAPD, apresentaram coeficiente de
similaridade de 0,8393.

Com relacdo aos resultados obtidos para as demais cultivares tradicionais,
oriundas de Toledo e Cianorte, ndo houve uma correlacao direta entre as distancias
de C.S. Chord (Cavalli-Sforza e Edwards, 1967) obtidas no presente estudo e os
coeficientes de similaridade obtidos nos trabalhos de Silva (2010) e Zuin (2006)
utiizando marcadores moleculares RAPD, caracteristicas qualitativas e
guantitativas.

Os marcadores morfoagrondmicos exibem uma alta influéncia ambiental em
sua expressdo (Chakravarthi e Naravaneni, 2006) e, portanto, podem ter seus
resultados influenciados por alteragBes fenotipicas que ndo traduzam o conteudo
genotipico da cultivar. Além disso, existem efeitos pleiotrépicos e epistaticos
capazes de mascarar as caracteristicas genotipicas (Agarwal et al., 2008). Os
marcadores moleculares, tais como RAPD e SSR, por outro lado, apresentam

resultados que traduzem diretamente as caracteristicas presentes no genoma da
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espécie (Collard et al., 2005; Kalia et al., 2011). Isso pode explicar as diferencas
entre os resultados obtidos para estrutura populacional e diversidade genética entre
as cultivares tradicionais dos estudos de Zuin et al. (2009) e Silva (2010), utilizando
marcadores morfoagondémicos, e aos resultados do presente estudo, baseados em
marcadores SSR.

As diferencas entre os resultados observados no presente estudo, o qual se
baseou na utilizacdo de marcadores SSR, e os trabalhos estudando as mesmas
cultivares tradicionais via marcadores RAPD (Zuin, 2006; Silva, 2010), residem na
diferenca informativa entre estes dois tipos de marcadores (Palombi e Damiano,
2002). Os marcadores RAPD sao dominantes, portanto ndo apresentam a
capacidade de diferenciar homo e heterozigotos (Palombi e Damiano, 2002; Collard
et al., 2005). Isso reduz a capacidade de diferenciacdo entre as cultivares. Ja os
marcadores SSR s&o codominantes (Palombi e Damiano, 2002; Kalia et al., 2011) e
diferenciam homo e heterozigotos, possuindo um maior poder discriminativo. Apesar
disso, para que se afirme que dois acessos sdo realmente duplicatas, é necessario
gue sejam utilizados marcadores com altos valores de PIC em quantidade suficiente
para cobrir todos os grupos de ligacdo. Portanto, novos trabalhos devem ser
realizados, utilizando preferencialmente primers utilizados em trabalhos
determinantes de mapa de ligacdo da cultura da mandioca (Sraphet et al., 2011),

garantindo maior cobertura do genoma.

4.2. Estrutura da populacao

Inicialmente, a andlise de estrutura populacional foi realizada pelo programa
Structure 2.3.4 e pelo método probabilistico (Pritchad et al., 2000). Este método,
utilizando burn-in de 10.000 ciclos, 100.000 repeticbes e simulando a distribuicao
das cultivares tradicionais de K=2 até K=15 grupos, apresentou como arquivo de
saida as pressuposi¢cfes de distribuicdo da populacdo. Algumas delas podem ser
observadas na Figura 2, que apresenta as simula¢cdes de K=2 até K=5 grupos.

Assim, baseando-se nos resultados de saida do programa Structure, foi
utilizado o aplicativo Structure Harvester (Earl e vonHoldt, 2012) para a obtencéo do
valor de AK e, consequentemente, a determinacdo do valor 6timo de K que
representa a quantidade de grupos que melhor se adéqua a distribuicdo das

cultivares tradicionais mais similares (Figura 3).
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Figura 2 — Estrutura populacional das cultivares tradicionais de mandioca-de-mesa
do Parana, supondo a formacdo de 2, 3, 4 e 5 grupos (A, B, C e D,
respectivamente), dada pelo programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000).

Observou-se a formacdo de 4 grupos na populacdo formada pelas 122
cultivares tradicionais de mandioca-de-mesa analisadas coletadas nos municipios

de Maringd, Cianorte e Toledo (Figura 3).
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Figura 3 — Estrutura populacional das cultivares tradicionais de mandioca-de-mesa
do Parand: inferéncia do numero de K grupos da populacdo em estudo obtido por
meio do programa Structure Harvester (Earl e vonHoldt, 2012).

Baseando-se nos resultados obtidos (Figura 4), pode-se observar com

detalhes como as cultivares tradicionais de mandioca-de-mesa foram agrupadas
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entre os quatro grupos definidos pelo programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al.,
2000). O eixo das ordenadas demonstra as probabilidades dos individuos
pertencerem ao k-ésimo grupo, enquanto no eixo das abscissas esta cada cultivar

tradicional em sua respectiva barra.
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Figura 4 — Estrutura populacional e probabilidades de alocacdo das cultivares
tradicionais de mandioca-de-mesa de Maringa, Cianorte e de Toledo, no Parana
para K = 4 grupos, dada pelo programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000).

Houve uma coincidéncia entre a estrutura populacional encontrada pelo
programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) e a divergéncia entre as
combinacdes mais e menos similares calculadas pelo programa PowerMarker 3.25
(Liu e Muse, 2005). Assim, conforme as Figuras 4 e 5, as cultivares tradicionais mais
divergentes, tais como BGM 434T e BGM 20M, encontram-se em grupos diferentes
(K1 e K4). O mesmo pode ser visto pelas cultivares mais similares e enquadradas
nos mesmos grupos: BGM 460T e BGM 467T no grupo K3 e BGM 441T e BGM
444T no grupo K1 (Quadro 5).

No Quadro 6 encontram-se todas as 122 cultivares tradicionais avaliadas,
numeradas de 1 a 122, com seus correspondentes nomes de passaporte no Banco
de Germoplasma da Fazenda Experimental de Iguatemi. Observam-se, no Quadro
6, as cultivares tradicionais acompanhadas do grupo ao qual pertencem, e da

probabilidade de pertencerem ao mesmo. Nota-se que cada cultivar foi destinada a
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um grupo, de acordo com a maior probabilidade encontrada de pertencer a um k-
€simo grupo.

Pode-se observar, na Figura 4 e no Quadro 6, que as cultivares tradicionais
foram divididas em um namero de grupos maior que o numero de locais. Além disso,
algumas cultivares de Toledo e de Cianorte foram agrupadas juntamente com
cultivares tradicionais de Maringa, que em sua totalidade se encontram distribuidas

entre os grupos K2 e K4 (Figura 5).
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Figura 5 — Estrutura populacional das cultivares tradicionais de mandioca-de-mesa
de Maringa (M), Cianorte (C) e Toledo (T), no Parana, ordenados em seus locais de
origem para K = 4 grupos dada pelo programa Structure 2.3.4.

Cabe ressaltar ainda que a cultivar melhorada IAC 576/70, utilizada para fins
comparativos, se enquadrou no Grupo 1 (Quadro 6). Deste modo, pode-se dizer
que, de maneira geral, esta cultivar se aproxima das demais pertencentes a este
grupo, predominantemente oriundas de Toledo. Sabe-se que esta cultivar é
proveniente do cruzamento entre o clone IAC 14-18 e a cultivar SRT 797-Ouro do
Vale. Segundo Valle', o genitor Ouro do Vale era comumente encontrado no Estado
do Parana. Portanto, seus alelos podem ter sido compartilhados entre as cultivares
da regido de Toledo, levando a uma maior similaridade genética para com as
cultivares tradicionais coletadas neste local.

Na Figura 5, podem-se observar as cultivares tradicionais, ordenadas em cada
um dos locais, com as probabilidades de pertencerem a cada um dos grupos (Grupo
1 em vermelho, Grupo 2 em verde, Grupo 3 em azul e Grupo 4 em amarelo). A
analise das Figuras 4 e 5 e do Quadro 6 mostra que as propor¢cdes de cultivares
em cada grupo K se deram da seguinte forma: Toledo obteve 63% (19 cultivares

tradicionais) no Grupo 1; 7% (2) no Grupo 2 e 30% (9) no Grupo 3; Cianorte obteve

! Comunicacéo pessoal: Valle, Teresa Losada. Pesquisadora do Instituto Agrondmico de Campinas, Brasil.
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19% (5) no Grupo 1; 23% (6) no Grupo 2; 54% (14) no Grupo 3 e 4% (1) no Grupo 4.
Maringad obteve 39% (26) das cultivares tradicionais no Grupo 2 e 61% (40) no
Grupo 4.

Os dados obtidos reforcaram os resultados apresentados por Costa et al.
(2013) em seus estudos com relagdo ao agrupamento das cultivares tradicionais de
Maringad. Em seu trabalho, Costa et al. (2013) dividiram as cultivares tradicionais de
mandioca-de-mesa maringaenses entre dois grupos, de acordo com a divergéncia
genética entre os individuos. O mesmo foi observado no presente trabalho. Aqui a
constituicdo destes dois grupos foi seguida, com excecdo de algumas cultivares
que, no trabalho de Costa et al. (2013), encontravam-se em grupos distintos, porém
com probabilidades equilibradas de separagdo entre os grupos. Assim como no
presente estudo, procedeu-se a inclusdo das populacGes de Toledo e Cianorte,
houve a formacao de outros dois grupos (1 e 3), causando a mudanca de algumas
cultivares para um grupo distinto, mantendo, porém, as cultivares de Maringa
exclusivamente em dois grupos (Figura 5).

O Grupo K1, obtido no trabalho de Costa et al. (2013), foi praticamente
equivalente ao Grupo K2, obtido neste trabalho, e o Grupo K2, de Costa et al.
(2013) foi semelhante ao Grupo K4 do presente estudo. A distribuicdo entre as

cultivares tradicionais de Costa et al. (2013) pode ser observada no Quadro 7.

Quadro 6 — Cultivares, grupo K e probabilidades P(K) de alocacao no k-ésimo grupo,
considerando as 122 cultivares tradicionais de mandioca-de-mesa do Parana e a
formacao de K = 4 grupos

[e] [o]

()Nrdgr% Cultivar Grupo K P (K) ()Nrdgri Cultivar Grupo K P (K)
1 BGM 430T* 1 0,965 16 BGM 467T 3 0,849
2 BGM 432T 3 0,597 17 BGM 468T 2 0,885
3 BGM 434T 1 0,982 18 BGM 469T 1 0,740
4 BGM 439T 1 0,952 19 BGM 470T 1 0,672
5 BGM 441T 1 0,879 20 BGM 478T 3 0,950
6 BGM 443T 1 0,977 21 BGM 480T 1 0,488
7 BGM 444T 1 0,941 22 BGM 482T 2 0,585
8 BGM 445T 1 0,945 23 BGM 483T 1 0,977
9 BGM 449T 1 0,979 24 BGM 487T 3 0,865
10 BGM 454T 1 0,808 25 BGM 488T 1 0,639
11 BGM 455T 3 0,522 26 BGM 493T 1 0,936
12 BGM 458T 3 0,496 27 BGM 494T 1 0,490
13 BGM 459T 1 0,664 28 BGM 495T 1 0,908
14 BGM 460T 3 0,858 29 BGM 496T 3 0,835
15 BGM 461T 3 0,723 30 IAC 576/70 1 0,791
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Quadro 6, Cont.

31 BGM 35C 1 0,689 77 BGM 56M 4 0,554
32 BGM 39C 2 0,836 78 BGM 58M 2 0,697
33 BGM 47C 1 0,568 79 BGM 59M 4 0,964
34 BGM 48C 2 0,620 80 BGM 62M 4 0,705
35 BGM 55C 1 0,832 81 BGM 77M 4 0,840
36 BGM 63C 2 0,945 82 BGM 80M 4 0,950
37 BGM 64C 3 0,806 83 BGM 81M 4 0,893
38 BGM 66C 2 0,751 84 BGM 82M 2 0,836
39 BGM 67C 4 0,631 85 BGM 84M 4 0,641
40 BGM 70C 1 0,925 86 BGM 88M 4 0,800
41 BGM 72C 3 0,836 87 BGM 89M 4 0,590
42 BGM 73C 3 0,815 88 BGM 90M 2 0,954
43 BGM 74C 2 0,530 89 BGM 91M 4 0,939
44 BGM 75C 3 0,764 90 BGM 92M 2 0,920
45 BGM 76C 3 0,627 91 BGM 93M 4 0,406
46 BGM 78C 3 0,939 92 BGM 95M 2 0,888
a7 BGM 79C 3 0,809 93 BGM 96M 2 0,817
48 BGM 83C 3 0,900 94 BGM 105M 2 0,964
49 BGM 86C 2 0,935 95 BGM 112M 2 0,668
50 BGM 125C 3 0,964 96 BGM 118M 2 0,944
51 BGM 126C 3 0,964 97 BGM 119M 4 0,927
52 BGM 130C 3 0,975 98 BGM 121M 2 0,855
53 BGM 144C 3 0,973 99 BGM 124M 2 0,841
54 BGM 154C 3 0,975 100 BGM 139M 2 0,971
55 BGM 170C 3 0,492 101 BGM 161M 2 0,784
56 BGM 173C 1 0,973 102 BGM 162M 4 0,963
57 BGM 5M 4 0,959 103 BGM 163M 4 0,961
58 BGM 12M 2 0,961 104 BGM 164M 4 0,974
59 BGM 13M 2 0,962 105 BGM 178M 4 0,971
60 BGM 15M 4 0,520 106 BGM 179M 4 0,971
61 BGM 16FEM 4 0,963 107 BGM 198M 4 0,946
62 BGM 16FLM 4 0,496 108 BGM 201M 4 0,961
63 BGM 17M 4 0,805 109 BGM 214M 4 0,910
64 BGM 18M 2 0,866 110 BGM 218M 2 0,771
65 BGM 20M 4 0,870 111 BGM 222M 4 0,975
66 BGM 25M 4 0,588 112 BGM 223M 2 0,787
67 BGM 30M 2 0,841 113 BGM 232M 4 0,940
68 BGM 31M 2 0,839 114 BGM 236M 2 0,597
69 BGM 33M 2 0,826 115 BGM 252M 4 0,911
70 BGM 34M 4 0,972 116 BGM 289M 4 0,936
71 BGM 36M 4 0,969 117 BGM 296M 4 0,913
72 BGM 37M 4 0,952 118 BGM 317M 2 0,839
73 BGM 40M 4 0,836 119 BGM 322M 4 0,965
74 BGM 43M 2 0,571 120 BGM 323M 4 0,950
75 BGM 50M 2 0,917 121 BGM 324M 4 0,886
76 BGM 51M 2 0,786 122 BGM 326M 4 0,918

BGM=Banco de germoplasma de mandioca; FE=Folha estreita; FL=Folha larga; IAC= Instituto
Agrondmico de Campinas; *Acessos seguidos pela letra T sdo originarios de Toledo, C de Cianorte e
M de Maringa.

Comparando-se os resultados obtidos para as cultivares tradicionais de
Maringa no presente estudo e no estudo de Costa et al. (2013), pode-se dizer que
92,4% delas foram separadas em grupos de maneira similar, tendo sido divididas
em apenas dois grupos. As demais cultivares (5) que apresentaram mudanca de

grupo foram todas trocadas do Grupo 2 para o Grupo 4, ou seja, pertenciam ao
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Grupo 1 no trabalho de Costa et al. (2013). Apesar da pequena variacdo observada
no agrupamento das cultivares tradicionais, em ambos os estudos, os resultados
obtidos por Costa et al. (2013) justificam os resultados obtidos no presente estudo
com relacdo a divisdo das cultivares tradicionais de Maringa em dois grupos, assim

como a constituicdo de cada grupo.

Quadro 7 — Acessos, grupo K e probabilidades P(K) de alocacao no k-ésimo grupo,
considerando os 66 acessos de mandioca-de-mesa de Maringa, Parana, em analise
realizada por Costa et al. (2013)

o

ol\:dgr?"n Cultivar Grupo K P (K) N°de ordem Cultivar Grupo K P (K)
1 BGM 5M 2 0,93 34 BGM 92M 1 0,95
2 BGM 12M 1 0,97 35 BGM 93M 2 0,57
3 BGM 13M 1 0,96 36 BGM 95M 1 0,94
4 BGM 15M 1 0,58 37 BGM 96M 1 0,87
5 BGM 16FEM 2 0,93 38 BGM 105M 1 0,96
6 BGM 16FLM 1 0,55 39 BGM 112M 1 0,95
7 BGM 17M 2 0,64 40 BGM 118M 1 0,93
8 BGM 18M 1 0,91 41 BGM 119M 2 0,83
9 BGM 20M 2 0,81 42 BGM 121M 1 0,96
10 BGM 25M 2 0,53 43 BGM 124M 1 0,95
11 BGM 30M 1 0,87 44 BGM 139M 1 0,97
12 BGM 31M 1 0,87 45 BGM 161M 1 0,86
13 BGM 33M 1 0,85 46 BGM 162M 2 0,90
14 BGM 34M 2 0,91 47 BGM 163M 2 0,93
15 BGM 36M 2 0,90 48 BGM 164M 2 0,97
16 BGM 37M 2 0,85 49 BGM 178M 2 0,95
17 BGM 40M 2 0,73 50 BGM 179M 2 0,95
18 BGM 43M 1 0,63 51 BGM 198M 2 0,85
19 BGM 50M 1 0,93 52 BGM 201M 2 0,95
20 BGM 51M 1 0,93 53 BGM 214M 2 0,78
21 BGM 56M 1 0,80 54 BGM 218M 1 0,84
22 BGM 58M 1 0,86 55 BGM 222M 2 0,97
23 BGM 59M 1 0,90 56 BGM 223M 1 0,86
24 BGM 62M 1 0,73 57 BGM 232M 2 0,95
25 BGM 77M 2 0,64 58 BGM 236M 1 0,75
26 BGM 80M 2 0,91 59 BGM 252M 2 0,68
27 BGM 81M 2 0,76 60 BGM 289M 2 0,92
28 BGM 82M 1 0,78 61 BGM 296M 2 0,85
29 BGM 84M 2 0,75 62 BGM 317M 1 0,86
30 BGM 88M 2 0,84 63 BGM 322M 2 0,93
31 BGM 89M 2 0,55 64 BGM 323M 2 0,75
32 BGM 90M 1 0,95 65 BGM 324M 2 0,80
33 BGM 91M 2 0,90 66 BGM 326M 2 0,81

Diversos estudos (Lokko et al., 2006; Kizito et al., 2007; Costa et al., 2013)
ressaltam a influéncia dos intercambios de cultivares tradicionais entre produtores
de mandioca de diferentes locais sobre a estrutura da populacao, fazendo com que

cultivares de regides proximas possam ser alocadas em grupos diferentes e
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cultivares de locais distantes possam ser alocadas no mesmo grupo. A comparacao
de diferentes cultivares tradicionais visando a identificacdo da estrutura genética
deve ser feita entre elas, individualmente, e n&o entre locais. Somente baseando-se
nos dados obtidos, pode-se fazer a inferéncia da estrutura populacional embasada
na diferenciacdo genética, que pode ou ndo refletir a localizagdo geografica
(Jorgensen e Mauricio, 2004; Nordborg et al., 2005). Isso depende principalmente
das caracteristicas da populacdo com relagdo ao isolamento destes acessos, 0 que
pode impossibilitar a troca de alelos entre eles, causando a separacdo em diferentes
grupos (Thomas et al., 2003).

As relacbes de proximidade genética obtidas neste trabalho entre as
cultivares tradicionais dos trés locais pode ser explicada pelos intercambios e pelo
transporte de propagulos, assim como pela origem dos produtores que colonizaram
cada uma das regifes. As plantas coletadas no municipio de Maringa apresentaram-
se mais distantes geneticamente daquelas coletadas em Cianorte e Toledo, que por
sua vez foram relativamente proximos entre si (Quadro 6). Isso indica que algum
evento no processo de implementacéo, pelos colonos, da cultura da mandioca na
regido Noroeste do Parana fez com que houvesse menos intercambios de cultivares
tradicionais de Maringa com as outras duas localidades. Isso contraria a localizac&o
geografica das mesmas, considerando que Maringa fica a 81 Km de Cianorte,
enquanto Toledo e Cianorte estdo a 215 Km (DER, 2013). Este processo pode
estar ligado a crise cafeeira na década de 70, que fez com que na regido produtora
de café, que envolvia o0 municipio de Cianorte, ocorresse éxodo rural e subsequente
reocupacao das areas agricolas. Consequentemente, houve a migracao de pessoas
de vérias regibes do Estado, entre elas o Oeste do Parand, para a regidao de
Cianorte (Camarano e Abramovay, 1999). Durante esta migracdo, cultivares
tradicionais de mandioca-de-mesa da regido de Toledo podem ter sido introduzidas,
resultando na troca de alelos com populacbes de mandioca da regido de Cianorte,
reduzindo, assim, as distancias genéticas entre as populacdes de ambos os locais.
Além disso, existe fluxo migratério constante entre as regibes Oeste e Norte do
Estado do Parana (Kleinke et al., 1999), que culmina no intercambio de cultivares
tradicionais entre as regides.

Os resultados obtidos servem como indicadores da real estrutura
populacional das cultivares tradicionais de mandioca-de-mesa nas regides de onde

0S mesmos Sao nativos, ja que estas ndo sao conhecidas, tendo por base o fato de
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que nao se tem informacdes sobre a origem dos materiais nos periodos pré-coleta.
Além disso, a estrutura populacional é influenciada diretamente pelas trocas de
alelos entre as cultivares, ocasionadas pelo transito e intercambio de materiais entre
0S pequenos produtores, somado a fecundacdo cruzada tipica das plantas
alégamas, como M. esculenta (Lokko et al., 2006, Kizito et al., 2007).

Além do método probabilistico (Pritchard et al., 2000), procedeu-se a analise
da diversidade genética por meio de uma arvore de dispersdo. No presente estudo,
foi utilizada a Arvore do Vizinho mais Préximo (Figura 6), construida com base nas
distancias de C. S. Chord (Cavalli-Sforza e Edwards, 1967) e implementadas pelo
programa PowerMarker 3.25 (Liu e Muse, 2005).

Os resultados apresentados na Figura 6 apontam o maior distanciamento
entre os grupos predominantemente ocupados por cultivares tradicionais de Maringa
(K2 e K4) dos grupos onde predominam cultivares de Cianorte e Toledo. Pode-se
observar, também, a ocorréncia de individuos semelhantes, de acordo com sua
proximidade na arvore. Como era de se esperar, a semelhanca concorda com a
metodologia de C. S. Chord (Cavalli-Sforza e Edwards, 1967) e as cultivares
tradicionais dadas como semelhantes pertencem aos mesmos grupos salientados
pelo programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Pode-se destacar o0s
individuos BGM 460T e BGM 467T, BGM 441T e BGM 444T, BGM 39C e BGM 47C
e BGM 48C, BGM 55C e BGM 63C, considerados possiveis duplicatas pela
metodologia probabilistica (Pritchard et al., 2000), assim como pela Arvore do
Vizinho mais Proximo.

Ainda na Figura 6, pode-se perceber que os individuos que apresentam
maior divergéncia entre si pertencem principalmente aos grupos K1 e K4. Alguns
individuos que seguem esse padrdo, e compdem as combina¢des mais divergentes,
sdo: BGM 430T x BGM 164M, BGM 322M x BGM 323M, BGM 66C x BGM 322M,
BGM 495T x BGM 20M e BGM 495T x BGM 322M, entre muitos outros. Novamente,
pode ser citado BGM 20M como possivel parental em programas de melhoramento
por aparecer em local de destaque como individuo divergente dos demais, além de
apresentar caracteristicas agronémicas interessantes, como tolerancia a bacteriose
e ao superalongamento (Kivtschal, 2008).

A Analise de Coordenadas Principais (PCoA) (Figura 7), produzida pelo
programa GenAlEx 6.5 (Peakall e Smouse, 2006, 2012), foi capaz de indicar a

tendéncia aparente de agrupamento das cultivares tradicionais, além da divergéncia
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genética entre elas representada por seu ordenamento em um espacgo
bidimensional. Na Figura 7, pode-se observar a comparacdo entre a analise de
PCoA (representada pela coloracdo dos pontos que representam as cultivares
tradicionais) e o agrupamento de cada uma das cultivares tradicionais pelo método
probabilistico (representado pela coloragédo dos circulos) (Pritchard et al., 2000). Os
pontos apresentam uma tendéncia de aglomeracdo similar em ambas as
metodologias, que resulta em uma divisdo em quatro grupos, sendo os Grupos 1 e 4

0S representantes das cultivares mais divergentes entre si.
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Figura 6 — Distribuicdo das cultivares tradicionais de mandioca-de-mesa coletadas
em Maringa, Cianorte e Toledo, Paran4, representadas por seus nameros de ordem
presentes no Quadro 6, de acordo com a Arvore do Vizinho mais Préximo
(Neighbor-joining tree).
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Coordenadas Principais

¢ Popl
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APop3
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Figura 7 — Comparagéo da estrutura populacional entre cultivares tradicionais de
mandioca-de-mesa, dada pela Analise de Coordenadas Principais (PCol vs PCo2)
e pelo método probabilistico. K1 (circulos vermelhos), K2 (circulos verdes), K3
(circulos azuis) e K4 (circulos amarelos) — nomenclatura dos grupos correspondente
ao método probabilistico; Popl, Pop2, Pop3 e Pop4 — nomenclatura dos grupos
determinados pela analise de PCoA.

Existe também a aproximacdo dos pontos no caso das cultivares
tradicionais, consideradas similares ou mesmo duplicatas, como BGM 460T x BGM
467T, que ficaram bastante proximos graficamente e foram consideradas similares
na analise, com base na distancia de C.S. Chord (Cavalli-Sforza e Edwards, 1967).

A maioria das cultivares tradicionais foram consideradas pela Andlise de
Coordenadas Principais como pertencentes ao mesmo grupo determinado pelo
programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al.,, 2000). Essas duas coordenadas
principais, demonstradas graficamente, foram capazes de explicar 52,84% da
variacdo acumulada observada. Adicionar-se a terceira coordenada proporcionou
um total acumulado de 66,92%. Individualmente, as trés primeiras coordenadas

explicaram 28,77; 25,07 e 14,08% da variagao, respectivamente (Quadro 8).
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Quadro 8 — Variacdo absoluta e acumulada (%) absorvidas pelas trés primeiras
Coordenadas Principais em analise realizada entre as 122 cultivares de mandioca-
de-mesa do Parana, com o auxilio de marcadores microssatélites

Variacao (%) Coordenada Principal

1 2 3
Absoluta 28,77 24,07 14,08
Acumulada 28,77 52,84 66,92

Algumas cultivares tradicionais, porém, foram enquadradas em grupos
distintos entre a técnica baseada em distdncias PCoA e o método probabilistico
(Pritchard et al., 2000). A maioria delas foram realocadas do Grupo K3 probabilistico
para o Grupo K2 (Pop2 de PCoA), como BGM 460T e BGM 467T. Pode-se observar
ainda que estas cultivares estavam filogeneticamente préximas de ambos 0s grupos
segundo a Arvore do Vizinho mais Préximo (Figura 6).?

Outra informacdo que pode ser aferida na Figura 7 € que a grande
dispersdo dos pontos no plano cartesiano demonstra variagdo entre as cultivares
tradicionais coletadas, principalmente entre as de Maringd e de Toledo, mais
especificamente entre aquelas dentro dos Grupos 4 e 1, localizados em quadrantes
em diagonais opostas.

Pode-se enfatizar, ainda, que tanto a metodologia de Pritchard et al. (2000)
(Figura 4), a Arvore do Vizinho mais Proximo (Figura 6), baseada na matriz
distancias de C.S. Chord (Cavalli-Sforza e Edwards, 1967), quanto a metodologia de
PCoA (Figura 7) foram eficientes em determinar a estrutura da populacédo estudada,
analisando sua diversidade genética e divergindo em poucos aspectos.

Resultados similares quanto a comparacdo destas técnicas foram
observados no trabalho de Inghelandt et al. (2010) que, comparando as técnicas de
PCoA e 0 método probabilistico de Pritchard et al. (2000) na anélise da diversidade
genética entre linhagens elite de milho por meio de marcadores SSR e SNP (Single
nucleotide polymorphism), concluiram que ambas as técnicas sao igualmente
adequadas. Outros estudos desenvolvidos com feijoeiro comum e milho reportaram
resultados similares, comparando duas ou mais das técnicas utilizadas neste
trabalho, como Maurer et al. (2006), Zhang et al. (2007), Kwak et al. (2009) e Kwak
e Gepts (2009).
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O Quadro 9 apresenta os resultados obtidos pela Analise de Variancia
Molecular realizada pelo programa GenAlEx 6.5 (Peakall e Smouse, 2006, 2012).
Esta andlise permite quantificar a variacdo alocada entre populacbes e dentro de
populacdes. A variacdo contida entre individuos dentro de cada subpopulacéo
(grupo), entre individuos na populacédo total e entre subpopula¢des (Wright, 1951),

esta demonstrada no Quadro 10.

Quadro 9 - Analise molecular de variancia (AMOVA), considerando os grupos K1,
K2, K3 e K4, em analise realizada entre as 122 cultivares tradicionais de mandioca-
de-mesa, com o auxilio de marcadores microssatélites

Fonte de variagéo GL" sQ° owm® VE* % PhiPT PMS®
3 176,560 58,853 1,692 17% 0,170** 0,001
Entre grupos
118 974,399 8,258 8,258 83%
Dentro dos grupos
Total 121 1150,959 9,950 100%

! Graus de Liberdade; > Soma de Quadrados; * Quadrado Médio; * Variancia Estimada; > Probabilidade
Minima de Significancia; ** Significativo a 1% de probabilidade.

Segundo a AMOVA (Quadro 9), a maior parte da variacdo encontrada ficou
contida dentro dos grupos, devido a alta variabilidade entre as cultivares tradicionais.
O valor de 17 % de variagdo entre 0os grupos, ou seja, o valor de PhiPT (anélogo ao
F<t de Wright) de 0,17, significativo a 1% de probabilidade, é indicativo do nivel de
variacdo existente entre os grupos formados na populacdo, sendo esta variacao
considerada moderada (Jacometo et al., 2010).

No Quadro 10, pode-se observar uma segunda analise de variancia
realizada, contendo os indices de fixacdo de Wright (1951). Pode-se observar que
separando os componentes da variacdo genética entre individuos dentro de grupos
e como uma so populagédo, como era de se esperar, a variagdo maior encontra-se
entre individuos (74%). Outros 15% ficam na diferenciagéo de individuos dentro das
subpopulac¢des (grupos), mostrando que, mesmo entre individuos agrupados por
proximidade genética, ainda permanece uma alta variabilidade. Os 11% restantes
da variabilidade encontrada € ocasionada pela divisdo da popula¢cdo em grupos, que
tendem a ser mais homogéneos que a populagcdo como um todo (Maringa, Cianorte

e Toledo), porém heterogéneos quando comparados uns com 0s outros.
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Quadro 10 - Analise molecular de variancia (AMOVA), considerando os grupos K1,
K2, K3 e K4, em analise realizada entre as 122 cultivares tradicionais de mandioca-
de-mesa, com o auxilio de marcadores microssatélites, calculando os indices F

Fonte de variagdo  GL' SQ? om?® VE’ % F PMS®
Entre grupos 3 88,280 29,427 0,423 11 F..0,107* 0,001
Entre individuos 118 487,200 4,129 0,599 15 Fis=0,170**

dentro de grupos

Entre individuos 122 357,500 2,930 2,930 74 Fi=0,259**

na populacgéo total

Total 243 932,980 9,950 100%

! Graus de liberdade;  Soma de Quadrados; ° Quadrado Médio; * Variancia Estimada; ° Probabilidade Minima
de Significancia; ** Significativo a 1% de probabilidade.

A quantidade de diferenciacdo entre os grupos pode ser comparada pelo
indice Fs.. O valor obtido de 0,107 ou, aproximadamente, 11% indica uma
diferenciacdo moderada entre os grupos (Jacometo et al., 2010). Isso pode ser
observado no presente estudo, onde filogeneticamente 0s grupos apresentam
consideravel diferenciacdo (Figura 6), porém com trocas de individuos entre os
grupos determinados pelas diferentes metodologias.

Os valores obtidos de Fjs e Fi; (Quadro 10) indicam, respectivamente, que ha
uma deficiéncia de 17 e 26% na taxa de heterozigotos esperada dentro dos grupos,
e, também, na populacdo de forma geral, considerando o equilibrio de Hardy-
Weinberg (Raji et al., 2009b). Este pode ser um indicativo da estreita base genética

da populagéo (Turyagyenda et al., 2012).

4.3. Consideracdes finais

A estrutura populacional das 122 cultivares tradicionais de mandioca-de-
mesa analisadas foi dividida em quatro grupos, sendo que varios individuos de
Cianorte e de Toledo se agregaram nos mesmos grupos, embora, também, tenham
ocupado 0s grupos pertencentes as cultivares tradicionais de Maringa. Em média,
as cultivares de Maringa ocuparam os Grupos 2 e 4, enquanto as de Toledo, em sua
maioria, ocuparam o Grupo 1 e as de Cianorte predominaram no Grupo 3.

Este fator fica comprovado pelo valor mais alto de PIC e principalmente de
diversidade genética (Quadro 3) encontrada na populagdo, ndo sendo, porém,

superior a maioria dos experimentos encontrados na literatura, devido ao
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intercambio de cultivares tradicionais entre os agricultores, assim como as trocas
alélicas entre elas, que tendem a reduzir a variabilidade entre regides. Apesar do
valor de conteudo informativo de polimorfismo médio ter sido mais baixo que alguns
dados encontrados na literatura (Fregene et al.; 2003; Asare et al.,2011;
Turyagyenda et al.; 2012), pode-se afirmar, pela elevada ocorréncia de primers com
alto conteddo informativo e com mediano contetdo informativo, que os 13 loci
analisados foram suficientes para a caracteriza¢do genética da populacao.

Assim, com estes loci foi possivel caracterizar a diversidade genética
presente na populacdo (Quadro 5), tal como as cultivares tradicionais com maior e
menor divergéncia. Baseando-se na elevada divergéncia encontrada entre algumas
cultivares, é possivel realizar recomendacdes das mesmas como parentais de
programas de melhoramento, como € o caso dos cruzamentos envolvendo a cultivar
tradicional BGM 20M que, além de floracdo, apresenta caracteristicas agronémicas

desejaveis.
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5. CONCLUSOES

a) A variabilidade genética entre as cultivares tradicionais foi ampla, sendo

que 0s grupos que mais se distanciaram foram os oriundos de Toledo e de Maringa.

b) A heterozigosidade média observada foi de 0,4762 e a diversidade

genética média 0,5407, indicando ampla variabilidade genética entre as cultivares
tradicionais avaliadas.

c) Os primers GA 126, GA 140, SSRY 13, SSRY 21, SSRY 45, e SSRY 101

foram considerados altamente informativos.

d) As 122 cultivares tradicionais foram alocadas em quatro grupos.

e) Da variacdo genética encontrada, 74% foi atribuida a variacdo genética

entre individuos, 15% a variacdo genética entre individuos dentro de cada grupo e
11% entre grupos.

f) O valor de Fs encontrado de 0,107 indica uma diferenciagdo moderada

entre 0S grupos.

g) As combinagfes mais divergentes encontradas estao entre as cultivares
tradicionais BGM 434T x BGM 20M, seguida por BGM 35C x BGM 20M, BGM
430T x BGM 232M, BGM 430T x BGM 164M, BGM430T x BGM 322M, BGM 35C x
BGM 164M, BGM66C x BGM 322M, BGM432T x BGM460T, BGM495T x BGM20M
e BGM434T x BGM34M.
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