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CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE
GERMOPLASMA DE INHAME

Autora: Janaira Lopes dos Santos Carneiro
Orientador: Sebastiao de Oliveira e Silva
Co-orientador: Claudia Fortes Ferreira
Co-orientador: Ricardo Franco Cunha Moreira

RESUMO: O objetivo desse trabalho foi caracterizar a diversidade genética de
inhame proveniente de diversas regides do Nordeste brasileiro, utilizando
marcadores morfolégicos e moleculares. Desta forma, foram avaliados 38 acessos
via 25 descritores morfologicos, e 32 acessos avaliados com 28 marcadores
moleculares, sendo 21 ISSR e sete microssatélites. A identificacdo da espécie
para cada acesso foi feita de acordo com a analise morfolégica realizada em
campo. Foi calculado o nivel de entropia em que dentre as 25 caracteristicas
avaliadas, trés foram consideradas de alta entropia, seis média e 16 com baixa
entropia demonstrando reduzida variabilidade genética. As distancias genéticas
foram obtidas pelo coeficiente de similaridade de Cole-Rodgers, em que a média
da matriz possibilitou a formag¢ao dos grupos a partir do método de agrupamento
UPGMA. As analises moleculares foram realizadas com diferentes indices de
dissimilaridade. O agrupamento foi calculado pelo método hierarquico UPGMA,
sendo que os estudos revelaram que tanto os marcadores codominantes quanto
os dominantes, foram capazes de diferenciar os acessos e possibilitaram a
identificacdo dos mais contrastantes para uso no programa de melhoramento
genético da espécie. Os indices de Jaccard, Ochia e Nei e Li, apresentaram
resultados mais consistentes do que os coeficientes de coincidéncia simples e
Sokal e Sneath, por ndo considerarem a auséncia conjunta de bandas. Portanto,
foi observada variabilidade genética para ambos os marcadores, morfoldgicos e
moleculares. Pode-se inferir que a maior parte da variabilidade se encontra

entre espécies, desconsiderando, portanto, a origem dos acessos.

Palavras-chave: Dioscorea spp; descritores morfolégicos; marcadores
moleculares



MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF YAM
GERMPLASM

Author: Janaira Lopes dos Santos Carneiro
Advisor: Sebastido de Oliveira e Silva
Co-advisor: Claudia Fortes Ferreira
Co-advisor: Ricardo Franco Cunha Moreira

ABSTRACT: The objective of the present work was to characterize the genetic
diversity in yams from various regions of the Northeast of Brazil using
morphological and molecular markers. Thirty-eight accessions were evaluated
with 25 morphological descriptors and 32 with 28 molecular markers (21 ISSR
and 7 microsatellites). The identification of the species for each accession was
carried out according to the morphological analysis in the field. The level of
entropy was calculated for the 25 characteristics evaluated with three considered
with high entropy, six average and 16 with low entropy levels. The genetic
distances were obtained by the Cole-Rogers similarity coefficient where clusters
were formed by the UPGMA method. The molecular analysis was carried out with
different dissimilarity indices. Clusters were formed by the UPGMA hierarchical
method and studies showed that the codominant as well as the dominant markers
differentiated the accessions and enabled the identification of the most contrasting
for use in the genetic breeding of the species. The Jaccard, Ochia and Nei e Li
indices presented more consistent results in comparison to the simple coincidence,
Sokal and Sneath indices for not simultaneously considering the absence of bands.
Therefore, both morphological and molecular markers showed that there is genetic
variability. Most of the variability was found between species considering the origin

of the accessions.

Key-words: Dioscorea spp; morphological descriptors; molecular markers



INTRODUCAO

O inhame (Dioscorea spp.) que pertence a familia Dioscoreaceae,
atualmente representa a quarta cultura de raizes e tubérculos mais importante do
mundo. As dioscoreaceas estao distribuidas pelas regides tropicais, subtropicais e
temperadas de todo o mundo (PEDRALLI, 1988).

O género Dioscorea, ao qual pertence a maioria das espécies cultivadas e
silvestres da familia, engloba espécies tropicais originarias da Africa, Asia e
Américas, Central e Sul (PEDRALLI, 1990). O inhame atualmente é cultivado nas
regides tropicais e constitui-se um alimento basico nas Américas Central e Sul, na
Asia e nas ilhas do Pacifico (ABRAMO, 1990). Seus tubérculos s&o usados na
alimentacao de mais de 100 milhdes de pessoas em todo o0 mundo; sobretudo nos
tropicos umidos e sub-umidos (FAO, 2013).

Estimativas da FAO (2013) mostram que em 2009 foram colhidos cerca de
4,7 milhdes de hectares de inhame, que geraram 49,2 milhdes de toneladas de
tubérculos. A Africa, no entanto, detém a preeminéncia, ao responder por cerca
de 96% da producao total de inhame, destacando-se os paises: Gana, Costa do
Marfim e Nigéria, os quais sao responsaveis por 85% da produgdo mundial de
inhame. No cenario mundial, a Nigéria esta em primeiro lugar, com a produgao
em 2010, de 29 milhdes de toneladas (FAO, 2013). As espécies de inhame que
mais se destacam no continente Africano sdo a Dioscorea cayennensis e a D.
rotundata, sendo estas as espécies mais cultivadas no mundo e que representam
cerca de 90% da produgéo mundial.

A respeito dos aspectos nutricionais para a alimentacdo humana, os
tubérculos de inhame s&o ricos em vitaminas, principalmente as do complexo B e
de carboidratos, em especial o amido. Possuem apreciaveis teores de vitaminas
A, D e vitamina C, sendo também ricas em minerais como: fosforo, soédio,
potassio, calcio, magnésio e ferro. Outro aspecto relevante referido a esses

tubérculos sado suas propriedades medicinais, ja que sao fontes de sapogeninas



esteroidais, utilizadas na produgao de cortisona e horménios esteroides sintéticos
(CEREDA, 2002).

Os cultivos de inhame s&o de suma importéncia tanto para a agricultura
tradicional como também para a agricultura familiar. A maioria das variedades
cultivadas sé&o acessos selecionados pelos agricultores entre as variedades locais
antigas. Entretanto, ha um grande risco de perda da diversidade genética
principalmente devido as pressdes socioeconbémicas sofridas por esses
agricultores. Esta realidade reforga a necessidade de se realizar expedigdes de
coleta a fim de preservar esses recursos genéticos por meio de praticas de
conservacgoes ex situ, e que permitam também a sua utilizagdo em programas de
melhoramento.

Na década de 1960 foram iniciados os primeiros trabalhos de
melhoramento genético de inhame comestivel, com a espécie D. trifida no Caribe
(DEGRAS, 1969), seguido pelo D. rotundata nos anos 1970 na Nigéria (SADIK e
OKEREKE, 1975), e s6 recentemente nos anos 1980 com D. alata na india
(ABRAHAM et al. 1986). A falta de conhecimento sobre a origem genética e
diversidade dessas espécies tém limitado a eficiéncia dos programas de
melhoramento genético. Por ser considerada uma cultura 6rfa, a exploragdo do
inhame nao é contemplada nas politicas agricolas importantes, apresentando
caréncia de apoio técnico e de crédito, normalmente destinados as monoculturas
de produtos exportaveis (PEIXOTO NETO et al. 2000; RITZINGER et al. 2003).
Segundo Scarcelli et al. (2005), somente atualmente foram obtidos progressos
genéticos no melhoramento dessa cultura, gragas ao uso de diferentes
ferramentas biotecnolégicas e, em particular, dos marcadores moleculares,
técnicas citogenéticas e do cultivo in vitro.

Distintos métodos estdo disponiveis para avaliar a variabilidade genética
tanto em nivel de marcadores morfolégicos quanto moleculares. Os descritores
morfolégicos ainda hoje exercem papel essencial na divulgacdo das
caracteristicas agrondmicas de novos genodtipos e podem influenciar
categoricamente na selecdo de variedades por parte de agricultores. Quando se
trata da distinguibilidade exigida pela Lei de Protecdo de Cultivares, contudo, os
descritores morfologicos exibem restricdes, especialmente quanto a distingdo de

genotipos elites, aparentados. Em culturas de base genética estreita, esses



descritores podem muitas vezes n&o distinguir adequadamente os cultivares
comerciais (SMITH e SMITH, 1992; PECCHIONI et al. 1996). Ainda que a
caracterizagdo feita com  descritores morfoléogicos continue  sendo
predominantemente importante, as limitacdes do seu uso tem gerado a
necessidade de buscar alternativas. Uma delas, que tem sido promissora € o
emprego dos descritores de DNA, baseada no gendtipo do individuo. Essa técnica
€ especialmente aplicada na distingdo de gendtipos morfologicamente analogos e
geneticamente aparentados.

Marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados nas mais variadas
espécies para o processo de descricdo do material vegetal e como ferramenta
auxiliar em programas de melhoramento genético para acessar a variabilidade
genética entre gendtipos. Dentre os marcadores moleculares, os microssatélites,
também conhecidos como SSR — (Simple Sequence Repeats - Repeticdes curtas
em tandem), vém se destacando pela sua robustez e eficiéncia. Os SSRs séo
elementos repetitivos de dois a seis nucleotideos, encontrados em eucariotos e
procariotos, obtidos geralmente por meio do sequenciamento da espécie e,
portanto, espécie-especificos (FERGUSON et al. 1995; MILACH, 1998; MATIOLI,
2001). O polimorfismo desses marcadores se baseia na variagdo do numero dos
elementos repetitivos, provavelmente devido ao erro da DNA polimerase durante
0 processo de replicagao e reparo da molécula de DNA (STUDART, 2001). Esses
marcadores sdo codominantes, altamente multialélicos e amplificados via PCR, o
que facilita sua obtengdo mesmo com pouca quantidade de DNA e podem ser
facilmente usados desde que sejam desenvolvidos os primers que amplificam as
regides especificas do genoma (AGARWAL et al. 2008). Embora sejam
marcadores espécie-especificos, existe a possiblidade de estudos de
transferabilidade desses marcadores em espécies proximas (LISHAN et al. 2007;
WANG et al. 2009).

Os marcadores ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) (ZIETKIEWICZ et
al. 1994; REDDY et al. 2002) se baseiam nas informacdes dos microssatélites,
porém nao necessitam do conhecimento prévio do genoma. Sdo marcadores
arbitrarios, amplificados por PCR em presengca de um oligonucleotideo
complementar para um determinado microssatélite e vem sendo empregados em

programas de melhoramento para a diferenciagdo rapida entre individuos



préximos, devido ao elevado grau de polimorfismo, reprodutibilidade e baixo
custo. Também podem contribuir com informacdes para a selec¢ao e identificacao
de gendtipos que poderdo ser usados como futuros genitores na obtengcdo de
novas variedades. Nos casos de espécies perenes, de ciclo longo, a vantagem de
usar esses marcadores de DNA é a nao necessidade de se ter que esperar
alguns anos até que a caracteristica fenotipica se expresse para se fazer a
selecao.

O sucesso de um programa de melhoramento reside na existéncia de
variabilidade, em que essa pode ser avaliada a partir de caracteristicas
agronOmicas,
morfoloégicas, moleculares, entre outras. As informagdes multiplas de cada cultivar
sao expressas em medidas de dissimilaridade, que representam a diversidade
que ha no conjunto de gendtipos estudados. Para Dias et al. (1997), a divergéncia
entre acessos, avaliada por estatistica multivariada, pode proporcionar uma
descrigao sintética da afinidade genética entre acessos e populagbes. Assim, a
quantificacdo da dissimilaridade genética € um dos mais importantes parametros
estimados pelos melhoristas de plantas, principalmente quando o objetivo é a
obtencao de populagbes com ampla variabilidade genética (BENIN et al. 2003).

Para decidir até que ponto dois elementos de um mesmo conjunto podem
ser considerados como semelhantes ou n&o, é necessario considerar as medidas
que descrevem a similaridade entre os elementos amostrais de acordo com as
caracteristicas que neles foram avaliadas. Essas medidas podem ser estimadas
com base na avaliagdo morfologica do fendtipo da planta (CRUZ e REGAZZI,
1997) por meio de dados moleculares através do polimorfismo de DNA
(OLIVEIRA, 1998; DINIZ FILHO, 2000), ou ainda mediante informacgdes
disponiveis da genealogia (VAN BEUNINGEN e BUSEH, 1997; KIM e WARD,
1997). Cruz (2008) apresenta os procedimentos para estimar medidas de
dissimilaridade com base em variaveis quantitativas (distancias Euclidianas ou
Mahalanobis), binarias (indice de Jaccard, Nei e Li, etc.) e multicategéricas (Cole-
Rodgers).

A variabilidade genética € a base para os programas de melhoramento, por
isso, € muito importante a caracterizacdo do germoplasma dessa espécie. Assim,

esse trabalho buscou efetuar a caracterizagao morfologica, através de descritores



qualitativos multicategdricos, quantitativos e molecular utilizando marcadores
moleculares microssatélites (SSR) e do tipo ISSR, do Germoplasma de Inhame
(Gl) estabelecido na Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB), para
estimar a diversidade genética entre os acessos do Gl e fornecer informagdes
basicas quanto a diversidade a ser explorada dentro de um programa de

melhoramento da espécie.

REVISAO DE LITERATURA
- Origem e Distribuigdo de Dioscorea

O género Dioscorea teve uma vasta dispersdao mundial ao fim do periodo
Cretaceo, com evolugao para diferentes dire¢des no Novo e no Velho Mundo,
originando assim espécies distintas. As Américas (Central e Sul), Africa, Sul e
Sudeste Asiatico, Australia e Melanésia, ao Norte da Australia, foram as principais
regides para a dispersdao das inumeras espécies do género (LEBOT, 2009).
Segundo Coursey (1967), a separacdo das espécies asiaticas e africanas teria
ocorrido mais tarde, durante o Mioceno, ha aproximadamente 5 milhdes de anos.

As espécies D. cayennensis Lam. e D. rotundata Poir., internacionalmente
conhecidas como inhame amarelo e inhame branco , respectivamente,
originaram-se no continente africano (COURSEY, 1976; AMUSA et al. 2003).
Para Vavilov (1951) as espécies Dioscorea alata e D. esculenta originaram-se em
Myanmar e Assam, na India. Essa cultura é cultivada pelo homem desde a
antiguidade e sua importancia na alimentacdo do povo africano em especial,
sempre foi grande. A dispersédo de todas as espécies para a civilizagdo ocidental
se deu com a intensificacado do trafico de escravos (ABRAMO, 1990).

Muitas variedades de inhame foram introduzidas na América do Sul por
intermédio dos portugueses e espanhdis no século XVI, durante a colonizagao.
Por outro lado, os portugueses e espanhdis descrevem que depararam com oS
indios cultivando plantas desse género quando chegaram a América; por isso o
inhame também € conhecido como cara, que é originario da lingua tupi-guarani
(ABRAMO, 1990).

O inhame, nos dias atuais, € amplamente cultivado nas regides tropicais,
servindo de alimento nas Américas Central e do Sul, na Asia e nas llhas do

Pacifico. Na Africa, a populagdo denomina as Dioscoreaceas como yam (fome)



para denominar as varias espécies de tubérculos comestiveis e que se destacam
nos primeiros lugares do consumidor popular (ABRAMO, 1990).

As espécies D. rotundata e D. cayennensis, embora sejam muito
parecidas, sdo reconhecidas por varios autores como duas espécies distintas, ou
seja, Dioscorea rotundata e Dioscorea cayennensis (BURKILL, 1960; AYENSU,
1972; AKORODA e CHHEDA, 1983; CHAIR et al. 2005; SCARCELLI et al. 2005;
TOSTAIN et al. 2007), mas outros estudiosos, as analisam como sendo um
complexo de espécies: D. cayennensis-rotundata (HAMON e TOURE, 1990;
DANSI et al. 1999). O Inhame-da-Costa ou Cara-da-Costa, cultivar mais utilizada
no Brasil, apresenta as caracteristicas do inhame branco e pertence a este
complexo, sendo referido como uma cv. de D. cayennensis (SILVA, 1971;
SANTOS, 1996; MOURA, 2005) ou de D. rotundata (PIO RIBEIRO et al. 2005;
2006).

As principais espécies cultivadas pela ordem de area de plantio sao: D.
alata, com os tipos Cara Sao Tomé, Cara Mandioca, Cara Florida, seguida de D.
cayennensis, com varios tipos (Cara-da-Costa, Cara Tabica, Cara Negro), D.
bulbifera, D. trifida e D. esculenta (CHU e FIGUEIREDO-RIBEIRO, 1991).

- Aspectos Botanicos

O inhame (Dioscorea spp.), pertence a classe Monocotileddnea, e familia
Dioscoreaceae. E uma planta herbacea com ramas, trepadeira (em geral) quando
encontra apoio, com tubérculos subterrdneos (aéreas em algumas espécies nas
axilas das folhas). E uma planta dioica em sua grande maioria embora plantas
monoicas tenham sido observadas em algumas espécies em uso (DANSI et al.,
1997); cultivada devido as seus tubérculos ricos em amido; apresenta multi-
apices, sistema reprodutivo por alogamia e propagagdao vegetativa,
exclusivamente por meio de tubérculos sementes, que sao pequenos tubérculos
ou pedacgos de tubérculos.

As plantas possuem inflorescéncia na forma de espigas axilares,
geralmente solitarias raramente ocorrendo aos pares, com flores trimeras verdes
de 4 mm a 6 mm de didmetro. As flores masculinas possuem perigénio com seis

pecas em dois verticilos, apresentando seis estames com anteras férteis,



distribuidas em um sé verticilo. O fruto do inhame € uma capsula com trés locos,
cada loco com duas diminutas sementes aladas (SILVA, 1971).

O numero basico de cromossomos das espécies de Diocorea é
considerado x = 10 e x = 9, com alta frequéncia de espécies poliploides
(BOUSALEM et al., 2006). Espécies tetraploides sdo mais frequentes, seguidas
de tipo 2x, 6x e 8x em proporgdes similares. O numero basico de cromossomos, X
=10, é encontrado em 52% das espécies africanas.

Existem em torno de 10 espécies cultivadas de inhame. As principais sao:
D. rotundata, D. cayennensis, D. alata e D. trifida, enquanto as seis outras s&o
frequentemente referidas como menos importantes. As espécies D. alata, a D.
rotundata e a D. cayennensis, pertencem a secc¢ao Enantiophillium, que inclui
espécies com enrolamento anti-horario, caule alado e folhas inteiras. A espécie D.
trifida pertence a secgdo Macrogynodium, sendo caracterizada por enrolamento
no sentido horario, caule alado e folhas lobadas (ARNAU et al., 2010 in press)

Para Montaldo (1999) as principais caracteristicas de cada espécie podem
ser agrupadas da seguinte forma:

- D. alata: apresenta tubérculos solitarios ou agrupados de 2-4, redondos,
cilindricos, oblongos ou de forma irregular. Alguns tubérculos podem chegar a
pesar de 2 a 3 kg. Presencga de tubérculos aéreos, com talos fortemente alados,
sem espinhos, de cor verde ou purpura. A torgdo dos talos € no sentido anti-
horario. Folhas encouragadas, simples e opostas. Na atualidade constitui-se na
principal espécie cultivada dos tropicos;

- D. cayennensis: tubérculo solitario com peso variando de 1 a 10 kg, geralmente
grosso e ramificado com polpa amarela. Caule cilindrico, espinhoso, que se
enrola no sentido horario. Folhas simples, eretas, opostas e alternadas
encouracadas. Espécie muito cultivada na Africa Ocidental e alguns paises na
América Tropical. Seguem em importancia mundial a D. alata.

- D. bulbifera: um tubérculo subterraneo por planta, branco e globoso, comestivel
e as vezes amargo. Tubérculos aéreos podem chegar de 100 a 200 g e séo
utilizados como alimento. Caules cilindricos sem espinhos com torgdao para a
esquerda. Folhas simples, eretas, grandes alternadas e opostas. Cultivado no

sudeste da Asia, Africa, llhas do Pacifico e Américas.



- D. trifida: tubérculos pequenos de 15 cm de largura, redondos ou conicos. Polpa
branca, amarela ou purpura. Excelente qualidade culinaria. Caules
quadrangulares, alados e sem espinhos. Torgdo no sentido anti-horario. Folhas
palmadas, profundamente lobuladas, alternadas, raramente opostas. Originaria da

América Tropical onde é muito cultivada.

- Importancia Econémica da Cultura do Inhame no Mundo

A Africa possui a maior parte da produgdo mundial de Dioscorea, onde sdo
cultivados cerca de 96% do inhame produzido no mundo, sendo a Nigéria
responsavel por 75% desta produgao. Em 1974 foi estimado o cultivo anual de 25
milhdées de toneladas, alcancando em 2000 a marca de 37,5 milhdes de
toneladas. Também durante este periodo, a quantidade de exportagao diminuiu
drasticamente.

Durante o periodo de 1975 - 1990, a area total cultivada por inhame
aumentou em cerca de 38,8%, enquanto o aumento da producao foi de 45,8%. No
entanto, a importancia do inhame na economia das principais areas produtoras
parece estar em declinio, em parte, devido a concorréncia com outras culturas
como a mandioca na Nigéria, e taro no Pacifico Sul (OPARA, 1999). O taro
(Colocasia esculenta (L.) Schot) pertence a familia Araceae. E uma hortalica
originaria da Asia, de facil adaptacéo a diferentes climas tropicais e subtropicais e
se caracteriza pela grande capacidade de produgdo em condi¢gdes adversas de
cultivo devido a sua semelhanga com o inhame. No Sul do Brasil, principalmente,
a denominacéao para Dioscorea como inhame, era aplicada ao género Colocasia,
gerando confusdao entre técnicos, produtores € mesmo em relagdo aos
consumidores (CEREDA, 2002).

A mandioca é a mais importante das culturas tropicais, ficando o inhame
como o segundo de maior importancia. O inhame é um alimento basico em muitas
regides da Africa e Sudeste Asiatico. No Pacifico Sul, é uma cultura alimentar
significativa, respondendo por mais de 20%, 8,1% e 4,6% do consumo total de
calorias da dieta no Reino de Tonga, llhas Salomao e Papua Nova Guiné,
respectivamente. Além de sua importancia como fonte de alimento, o inhame
também desempenha um papel significativo na vida sociocultural de algumas

regides produtoras como no célebre Festival de Inhame na Africa Ocidental. Em



algumas partes do sudeste da Nigéria, as refeigbes oferecidas aos deuses e
ancestrais, consistem principalmente de puré de inhame (OPARA, 2001).

O armazenamento do inhame é relativamente longo em comparagdo com
outros produtos tropicais frescos. O inhame, portanto, representa a riqueza
armazenada que pode ser vendida pelo agricultor ou comerciante. Em partes da
Ibolandia, no sudeste da Nigéria, é habitual para os pais de uma noiva |he
oferecer um plantio de inhame como um recurso para ajudar a criar uma familia
(OPARA, 2001).

A producédo e area plantada, em 2011 no Brasil, foram de
aproximadamente 244 mil toneladas e 97 mil hectares, respectivamente (FAO,
2013). A Regidao Nordeste € a maior produtora, destacando-se os estados da
Bahia, Paraiba, Pernambuco, Alagoas e Maranhdo, onde a cultura do inhame
constitui-se em um agronegocio em expansao (SANTOS e MACEDO, 1988;
MESQUITA, 2002; SANTOS, 2002).

As espécies D. rotundata e D. cayennensis (também conhecidas como
complexo D. cayennensis—rotundata), sao as mais cultivadas no mundo e
representam 95% da produgdo mundial de inhame. Estima-se que ocorram no
Brasil, entre 150 a 200 espécies de Dioscorea spp., unico género comestivel da
familia Dioscoreaceae presente em todas as regides do pais. Contudo, a maioria
das espécies € ainda pouco estudada (PEDRALLI, 2002).

A Regiao Nordeste do Brasil detém cerca de 90% da producéo nacional de
Dioscorea spp. Nas regides produtoras, sdo mais utilizadas as espécies D.
cayennensis e D. rotundata seguida da espécie D. alata. A maior area cultivada
de inhame no Estado da Bahia encontra-se no Recbncavo, destacando-se os
municipios de Maragogipe, Sao Felipe, Cruz das Almas e Sao Félix, com a
espécie D. rotundata (Cara da Costa, Inhame da Costa, Roxo da Costa e Boca
Funda) ocupando mais de 90% da area com inhame (MESQUITA, 2002).

- Recursos Genéticos de Inhame

Uma das atividades mais importantes dentro dos programas de
melhoramento € a conservagao ou manutengao de germoplasma. O germoplasma

conservado serve como um reservatorio de alelos competitivos que podem ser
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acessados pelos melhoristas quando buscam desenvolver variedades
resistentes/tolerantes aos principais fatores bidticos e abidticos. O local onde os
acessos que compdem o germoplasma sédo conservados € chamado de Banco de
Germoplasma (MAXTED et al. 1997).

A conservacao € o processo que retém ativamente a diversidade dos
grupos génicos com a perspectiva de utilizagdo e exploragéo, presente ou futura,
dessa diversidade genética. A base da conservagao € a diversidade genética que
€ constituida da soma das variagcdes alélicas encontradas na natureza. Ha uma
ligagéo, intima, clara e essencial entre conservagao e utilizagdo. Assim, os
humanos conservam porque desejam utilizar. No entanto, ha sempre um custo
econdmico para se conservar, sendo dificil persuadir a sociedade a “pagar essa
conta”, se ndo houver perspectiva de qualquer retorno econdémico. E
relativamente facil atribuir beneficios econdmicos a conservacgao, utilizagdo e
exploragédo de formas varietais regionais ou a progenitores silvestres das culturas
associados aos programas de melhoramento, mas ¢é dificil atribuir valor
econdmico as espécies. Portanto, argumenta-se que todas as plantas possuem
algum valor, quer em termos potenciais para o melhoramento da cultura, para
utilizacao imediata, farmacéutica, de recreio, para ecoturismo ou mesmo em nivel
educacional.

Assim como toda a biodiversidade, a diversidade genética & parte do
patriménio nacional, tal como é a arte e a cultura. Portanto, torna-se importante
explicitar a ligacdo entre manutencao e utilizacdo em qualquer estratégica de
conservagao (MAXTED et al. 1997).

No melhoramento de plantas, trés recursos basicos devem ser explorados
para que se consiga maior variabilidade genética. Primeiro, € o conhecimento das
diferencas hereditarias entre os acessos da espécie cultivada; o segundo se
refere as diferengcas que podem ser criadas artificialmente pelo uso de
mutagénicos, e o terceiro, sdo as diferengas que ocorrem entre os parentes
silvestres das espécies cultivadas (FARIA, 2009). Segundo Jatasra e Paroda
(1983), a informacao precisa, sobre a diversidade genética, € decisiva para o
sucesso de um programa de melhoramento, uma vez que, plantas geneticamente
divergentes, produzem alto efeito heterético e, consequentemente, segregantes

desejaveis para os propdsitos do programa. Em bancos de germoplasma, este
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estudo pode ser realizado por meio da utilizacdo de varios descritores,
morfolégicos e ou moleculares.

O inhame é uma cultura de multipropagacdo clonal, com cerca de 10
espéecies amplamente cultivadas em todo o mundo. No entanto, as espécies D.
rotundata, D. alata e D. cayennensis sdo as mais utilizadas na Africa Ocidental,
respondendo por 93% da producdo de inhame mundial. Desde a criacédo do IITA
(International Institute of Tropical Agriculture), na Nigéria, esforgos tém focado no
desenvolvimento de novas variedades de inhame com caracteristicas
agronOmicas desejaveis e em melhorar qualidade do inhame com base nos
sistemas de cultivo (LOPEZ-MONTES, 2012).

O IITA mantém a maior colecao mundial de inhame, respondendo por mais
de 3.000 acessos, principalmente de origem da Africa Ocidental. A colegéo é
representada por oito espécies: D. rotundata (67%), D. alata (25%), D. dumetorum
(1,6%), D. cayennensis (2%), D. bulbifera (2%), D. mangenotiana (0,25%), D.
esculenta (0,7%), e D. praehensilis (0,3%). Os dados de passaporte e
informacdes sobre a caracterizagao destes acessos sao mantidos em bases de
dados acessiveis, como no site <http./genebank.iita.org>. Para facilitar a
utilizacdo do germoplasma de inhame em programas de melhoramento, uma
colegao nuclear com 391 acessos foi criada em 2006 e esta sendo genotipada a
partir de ferramentas como marcadores baseados em DNA. Essa core collection
foi construida usando descritores morfolégicos e representa 75% da diversidade
genética da colegao inteira (LOPEZ-MONTES, 2012).

Para reduzir o custo de manutencdo de germoplasma de inhame, uma
parceria entre IITA e CIRAD foi criada para desenvolver um protocolo de
criopreservacgao. Os esforgos para melhorar a conservagcdo de germoplasma de
inhame serdo utilizados também no Programa de Pesquisa CGIAR (CRP) em
raizes, tubérculos e bananeiras (RTB) para melhor garantir a seguranga alimentar
e renda (LOPEZ-MONTES, 2012).
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- Marcadores Morfolégicos

Até meados da década de 60, os estudos genéticos eram desenvolvidos
com marcadores morfologicos de facil identificacdo da espécie, considerados
simples, rapidos e de baixo custo (BRETTING e WIDRLECHENER, 1995).

A caracterizagdo morfoldgica constitui a etapa fundamental para o efetivo
uso dos recursos genéticos conservados em bancos de germoplasma, uma vez
que mais de 200 mil acessos de diversas espécies vegetais encontram-se
armazenados em bancos espalhados por todo pais, sem as informagcdes minimas
necessarias que facilitam o emprego dos mesmos em programas de
melhoramento (VALLS, 1998). O processo de caracterizagdo consiste na
anotagao de descritores botanicos facilmente visiveis e/ou mensuraveis e que séo
expressos em todos os ambientes.

A variagao fenotipica encontrada em uma determinada espécie pode ser
devida ao efeito do ambiente e as diferengcas genéticas. Segundo Montalvan e
Faria (1999) a existéncia de variagdo genética € um pré-requisito para o
melhoramento de plantas. A caracterizagdo € uma atividade essencial no manejo,
melhoramento genético e conservagdo das espécies, pois consiste em obter
dados para descrever, identificar e diferenciar acessos dentro de espécies,
classes ou categorias, por meio de descritores adequados (QUEROL, 1993;
VICENTE et al. 2005).

O International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI, 1997; 1999),
atualmente Bioversity International, definiu os descritores para as espécies de
Dioscorea para todo o mundo. O nome padrao adotado para as espécies
cultivadas de Dioscorea foi yam ou inhame, no conceito das regides Norte e
Nordeste do Brasil (PEDRALLI, 2002).

O grande problema enfrentado na caracterizagao morfolégica € a natureza
quantitativa dos caracteres, que os tornam fortemente influenciados pelo
ambiente. Assim, a identificagdo e enumeracado de caracteristicas morfologicas
visiveis muitas vezes tornam-se subjetivas para o avaliador (BRESSEAN, 2005).
Ainda, o numero de marcadores morfoldgicos distintos em uma mesma linhagem
é restrito as poucas espécies de plantas, o que reduz a eficiéncia em estudos

genéticos das mesmas.
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N&o obstante, as descrigdes morfolégicas sdo, ainda hoje, o cartdo de
apresentacdo de uma nova variedade. Esses descritores exercem papel
fundamental na divulgacéo das caracteristicas agronédmicas de novos materiais
genéticos e podem influenciar decisivamente na escolha de variedades por parte
de agricultores e outros interessados. Contudo, as descricdes morfoldgicas
apresentam limitagdes especialmente na distingdo de gendtipos elite. Em culturas
de base genética estreita, esses descritores podem muitas vezes nao distinguir
adequadamente cultivares comerciais (SMITH; SMITH, 1992; PECCHIONI et al.
1996). Além disso, algumas caracteristicas morfolégicas podem ter a
desvantagem de serem influenciadas, em maior ou menor grau, por fatores
ambientais, e podem nao representar a real similaridade ou diferenca entre os
individuos. Por outro lado, marcadores de DNA representam estritamente a
variacao genética em nivel de DNA, ndo sofrendo influéncia ambiental (WEISING
et al. 1995).

- Marcadores Moleculares

Os marcadores do DNA foram inicialmente utilizados no melhoramento de
plantas no inicio da década de 80 (SOLLER e BECKMANN, 1983). Podem ser
evidenciados por métodos que combinam o uso de enzimas de restricdo a
hibridizagdo entre sequéncias complementares de DNA, como no caso do
“Restriction Fragment Length Polymorphisms” (RFLP) ou pela técnica de
“Polymerase Chain Reaction” (PCR). O grande potencial do uso de marcadores
moleculares no melhoramento reside no fato de serem praticamente ilimitados em
numero, de facil deteccado e se comportarem como “caracteres” de heranga
simples e previsivel, ndo sendo afetados pelo ambiente (ZIETKIEWICZ, 1994,
ALZATE-MARIN et al. 2005).

Os programas de melhoramento genético em plantas tem tido impactos
significantes na produgdo agricola. Apesar do sucesso acumulado desses
programas, ganhos adicionais na eficiéncia do melhoramento podem ser obtidos
por meio de aplicacdo de tecnologias moleculares. Dentre as diferentes
tecnologias moleculares esta o estudo do polimorfismo do DNA que se tornou
uma area de pesquisa ativa nas principais espécies agronémicas e plantas-

modelo. Os marcadores moleculares, neste contexto, tem se mostrado Uteis tanto



14

para auxiliar no melhoramento de plantas quanto para aumentar o entendimento
da domesticagdo das culturas, da evolugdo das plantas e o conhecimento dos
mecanismos genéticos envolvidos nas caracteristicas de interesse agrondmico
(FERRAO et al 2013; SEEB et al. 2011; WEBER et al. 2009; CICERO et al. 2007).

Os marcadores moleculares revelam polimorfismos de DNA entre
individuos geneticamente relacionados. Se um loco molecular apresenta
segregacao mendeliana este podera ser considerado um marcador. Devido a isto,
os marcadores de DNA podem ser utilizados no estudo de genética de
populagdes, caracterizagdo de bancos de germoplasma, mapeamento, como DNA
fingerprinting ou para complementar os estudos de sistematica, dentre outros
possiveis usos. Todavia, a opg¢ao pela adocdo de uma destas técnicas devera
levar em conta aspectos tais como objetivo do estudo, as caracteristicas
apresentadas pelo material genético, a disponibilidade de estrutura fisica, de
recurso financeiro e de tempo, os quais serdo determinantes para a escolha do
tipo de marcador a ser empregado (LOPES et al. 2007; OLIVEIRA, 2010).

Os bancos de germoplasma sdo de suma importancia, pois colocam a
disposicdo dos pesquisadores ampla fonte de recursos genéticos, que podem
fornecer genes que conferem adaptacao a diferentes estresses abidticos e
resisténcia a inumeras pragas e doengas. Entretanto, os acessos conservados em
bancos de germoplasma as vezes sao pouco utilizados devido a uma série de
dificuldades e deficiéncias, tais como falta de documentagao (passaporte), falta de
descricdo adequada e falta de avaliagdo das colegdes, o que limita a agao de
melhoristas (MORETZSOHN et al. 2009; GEPTS, 2006).

Estudo com marcadores moleculares permite avaliar a variabilidade
genética em um germoplasma ao nivel do DNA, permitindo também associar as
plantas em grupos por similaridade e dessa forma refletir as semelhancgas, ou
diferengas, entre os genodtipos a partir de uma amostra direta do genoma;
entretanto, esses trabalhos tém sido baseados no uso de marcadores
dominantes, como RAPD (Randon amplified polymorphic DNA) e AFLP (Amplified
fragment length polymorphism). A analise de similaridade em plantas perenes
pode auxiliar o melhoramento genético, pois permite identificar precocemente

gendtipos mais ou menos semelhantes aos parentais e formar combinacbes
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génicas diferentes das encontradas nos genitores (OLIVEIRA et al. 2010; RAO e
RILEY, 2008; BRESSAN, 2005).

Uma caracterizagdo precisa de germoplasma €& essencial nos programas
de melhoramento para a protecdo de cultivares e no controle da produgao de
mudas. Marcadores moleculares vém substituindo ou complementando a
caracterizagdo morfolégica e agronGmica tradicional, uma vez que sao
virtualmente ilimitados, cobrem todo o genoma, n&o sdo influenciados pelo
ambiente e, particularmente em caso de arvores frutiferas, com periodo juvenil
longo, reduz o tempo consumido para a caracterizagdo de novos hibridos
(GOULAO e OLIVEIRA, 2001).

- Marcadores Moleculares tipo ISSR

Os marcadores mais conhecidos identificados por hibridizagdo sédo o RFLP
(Restriction fragment length polymorphism) e minissatélites ou locos de VNTR
(Variable number of tandem repeat), sendo este ultimo também utilizado em
amplificacdo Os mais usados em amplificacdo sao os marcadores RAPD
(Random amplified polymorphic DNA) e os microssatélites ou SSR (Simple
sequence repeats). Recentemente, dois marcadores baseados em amplificagao
estdo sendo amplamente utilizados: AFLP (Ampliflified fragment lengh
polymorfhism) e os ISSR (Inter-simple sequence repeat) (FALEIRO, 2007).

Os ISSRs (Inter-simple sequence repeats) sao marcadores arbitrarios
altamente informativos, multilocos, correspondentes a microssatélites produzidos
por amplificacdo da reagdo em cadeia de polimerase utilizando um unico iniciador
(POWELL et. al. 1996). Apresentam alto polimorfismo, ndo requerem
conhecimento prévio do sequenciamento do genoma, possuem maior
reprodutibilidade e, além disso, sdo de custo relativamente baixo (ZIETKIEWICZ
et. al. 1994). A técnica de ISSR é baseada na amplificagdo de regides (100-3000
pb) orientadas inversamente, espacadas proximamente aos microssatélites
oferecendo ampla cobertura de regides neutras no genoma (REDDY et al. 2002).
Cita-se como desvantagem a dominancia do marcador (ZIETKIEWICZ et al. 1994;
GOODWIN, 1997).

Os primers ISSR podem estar usualmente ancorados na extremidade 5’ ou

3. Os alelos polimérficos ocorrem sempre que 0 genoma nao apresente a
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sequéncia repetida ou existe uma delecdo ou uma inser¢cdo que modifique a
distdncia entre as repeticdbes. Para os primers ancorados na posicdo 5,
polimorfismos ocorrem também devido as diferencas no comprimento do
microssatélite. As sequéncias de repeticbes e de nucleotideos ancorados sao
selecionadas aleatoriamente. Embora os ISSRs sejam marcadores dominantes,
eles possuem a vantagem de analisar locos multiplos em uma unica reagao
(GOULAO e OLIVEIRA, 2001).

- Marcadores Moleculares tipo SSR

Os genomas eucariotos sdo densamente povoados por sequéncias simples
repetidas, as quais consistem de 1-6 nucleotideos repetidos em tandem. Essas
regides sao denominadas microssatélites, SSR (Simple sequence repeats) ou
STR (Short tandem repeats) (BOREM e CAIXETA, 2009). Durante a replicagéo de
uma regido repetitiva, as fitas de DNA podem se separar e se associarem
novamente de forma incorreta. Assim, seriam geradas copias de trechos de DNA
(alelos) com diferentes tamanhos ou numero de repeticdes de um determinado
motivo no proximo ciclo de repeticao, por meio da insercdo ou delegcao de uma
unidade de repeticdo (SCHLOTTERER e TAUTZ, 1992).

A distribuicdo, a frequéncia e a classe de microssatélites variam entre as
diferentes classes de organismos, entretanto em plantas, os di-nucleotideos mais
comuns sao AT/TA (SCHLOTTERER e TAUTZ, 1992). Quando um microssatélite
€ individualmente amplificado, usando-se um par de primers complementares as
sequencias Unicas que o flanqueia, quase que invariavelmente apresenta
extensivo polimorfismo para tamanho de bandas. A variacdo do tamanho dos
produtos de PCR geralmente resulta da ocorréncia de diferentes niumeros de
unidades repetitivas dentro da estrutura do microssatélite (BOREM, 2009). O
principal mecanismo que origina os alelos nesses marcadores é o deslize
(slippage) da DNA polimerase durante a replicagdo. Entretanto, essas sequéncias
podem ser geradas também por recombinagdo, por meio do crossing-over
desigual ou conversdo génica quando se trata de sequéncias repetidas em
tandem mais longas (GOLDSTEIN e SCHLOTTERER, 1999).

Independente da origem da variacdo e do elemento repetitivo, cada

microssatélite constitui um loco genético altamente variavel, multialélico, de



17

grande conteudo informativo. Essa natureza altamente informativa, combinada
com a especificidade e rapidez da tecnologia de PCR, fazem desses marcadores
uma eficiente ferramenta para estudos de diversidade em eucariotos. Essa
hipervariabilidade dos microssatélites e, consequentemente, a possibilidade de
utiliza-los em qualquer populagdo segregante, os torna marcadores ideais para o
mapeamento genético (BOREM e CAIXETA, 2009).

Todas essas caracteristicas fazem desses marcadores ferramentas
eficientes ndo s6 para o mapeamento genémico, mas também para estudos de
ligacéo, identificagdo de gendtipos, avaliagdo de purezas de sementes, utilizagdo
e conservacado de germoplasma, estudo de diversidade, andlise genética e de
locos quantitativos (QTL), andlise de pedigree e selegdo assistida por
marcadores. O alto nivel de variacdo detectado com os marcadores
microssatélites aumenta a resolugdo do estudo de genealogia e diversidade
genética do germoplasma e reduz o numero de marcadores requeridos para
distinguir os genotipos. A grande limitacdo dos microssatélites € a sua espécie-
especificidade, ndo sendo possivel utilizar a estratégia de desenhos de “primers
universais”, embora a transferabilidade para outras espécies seja possivel
(WANG et al. 2009; LISHAN et al., 2007).

Entretanto, ultimamente, com o avanco das técnicas de sequenciamento
high-troughput e a queda nos pregos de sequenciamento em geral, o uso de EST-
SSRs (Expressed sequence tags-simple sequence repeats) vem se tornando uma
realidade, uma vez que sdao marcadores SSRs provenientes do subproduto do
sequenciamento e, portanto, sem nenhum custo adicional (THIEL et al. 2003).

O melhoramento convencional de inhame é demorado devido a varios
fatores, dentre eles, o longo ciclo de crescimento. Marcadores moleculares sao
cada vez mais utilizados para estudar a diversidade genética de espécies
silvestres e cultivadas de inhame. Os mais usados para esse objetivo tém sido
AFLP, RAPD, SSR (ZHOU, 2008; MIGNOUNA et al. 2003; MIGNOUNA et al.
2002). Marcadores microssatélites tém sido desenvolvidos e utilizados para
caracterizar a diversidade genética de colegoes de germoplasma de CTCRI
(india) e CIRAD (Franca) de D. alata, dentro da estrutura de um projeto em
colaboracéao financiado pelo Indo-French Centre for the Promotion of Advanced
Research (IFCPAR) (ABRAHAM e ARNAU, 2007). Atualmente esses marcadores
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sdo utilizados para selecionar genitores geneticamente distantes de forma a
maximizar a heterozigosidade e heterose nas progénies. A caracterizagdo da
colegao basica (core collection) de inhame do IITA com SSR, também esta sendo
procedida (ARNAU et al. 2010 in press).

Estudos com marcadores moleculares sdo necessarios para um melhor
entendimento da variabilidade genética dessas espécies e melhor esclarecimento
sobre a relagdo dos grupos taxonOmicos, visto a grande importancia
socioeconémica que essas espécies exercem na agricultura tradicional no Brasil e
no mundo.

- Diversidade Genética utilizando Analises Multivariadas

Ha duas formas de se inferir sobre a diversidade genética, sendo a primeira
de natureza quantitativa e a outra natureza preditiva (CRUZ e CARNEIRO, 2003).
Os métodos preditivos tém sido bastante utilizados, sobretudo pelo fato de que,
ao se basearem em diferengas morfolégicas e moleculares dos genotipos,
dispensam a obtencdo das combinagdes hibridas entre eles, o que é vantajoso,
especialmente quando o numero de gendtipos cujas diversidades se deseja
conhecer é elevado (CARVALHO et al. 2003). Por esses métodos as informagdes
multiplas de cada cultivar sdo expressas em medidas de dissimilaridade, que
representa a diversidade existente no conjunto de acessos estudados (FARIA,
2009).

Estudos que envolvem a divergéncia em plantas tém sido realizados
frequentemente, com base em descritores botanicos, morfologicos e
agronOmicos, por nao apresentarem custos elevados (DIAS et al. 1997). No
entanto, as interpretacdes desses dados tém, habitualmente, sido feitas por
analises univariadas, o que gera dificuldades na obtencdo das estimativas de
divergéncia e, consequentemente, na selecdo de individuos desejaveis para
intercruzamentos, pois diferencas existentes entre grupos ou populagcdes nao
depende de uma unica variavel e sim de um conjunto delas. Assim, as técnicas
multivariadas tém se mostrado uteis, por avaliar o individuo em varios aspectos e
proporcionar uma visao geral de cada acesso (CRUZ, et al. 2004).

Em analise de agrupamento, podem-se utilizar variaveis quantitativas ou
qualitativas. As variaveis quantitativas referem-se a quantidades e podem ser

medidas em uma escala numérica. As variaveis qualitativas referem-se a dados
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Nao numericos, ou seja, ndo séo passiveis de mensuragao. Podem subdividir-se
em variaveis qualitativas ordinais ou nominais. Variaveis qualitativas ordinais sao
aquelas que definem um ordenamento, uma hierarquia ou uma escala (AMARAL,
et al. 2010). Para esse tipo de variavel podem ser associados valores numéricos,
para cada categoria e 0os mesmos podem ser analisados como se fossem
variaveis quantitativas discretas (SNEATH e SOKAL, 1973). As variaveis
qualitativas nominais sdo aquelas que por sua vez ndo definem qualquer
ordenamento ou hierarquia. As variaveis qualitativas nominais podem ser binarias
ou multicategédricas. As qualitativas binarias sdo aquelas que apresentam dois
resultados possiveis, presenca ou auséncia de uma determinada caracteristica.
As variaveis qualitativas sédo ditas multicategéricas quando existem mais de duas
categorias ou classes mutuamente exclusivas (AMARAL JUNIOR, et. al. 2010).

As medidas de dissimilaridade em variaveis qualitativas multicategéricas,
isto é, de caracteristicas morfolégicas atribuidas, sdo comumente determinadas
utilizando a distancia de Cole-Rogers et al. (1997), onde as caracteristicas, que
normalmente ndo podem ser ordenadas, sao classificadas em escalas, podendo
entdo ser analisados como caracteristicas quantitativas discretas (CRUZ;
CARNEIRO, 2003). Em variaveis binarias (dados moleculares) pode-se utilizar: o
coeficiente de Jaccard; coeficiente de Nei e Li; coeficiente de Ochia; coeficiente
de coincidéncia simples, dentre outros. O procedimento para avaliar a diversidade
genética entre acessos a partir de dados moleculares utiliza variaveis binarias,
sendo avaliada a presenca e auséncia de marcas (FARIA, 2009).

De acordo com Cruz e Carneiro (2003) as estimativas de dissimilaridade
atendem aos objetivos do melhorista, por quantificarem e informarem sobre o
grau de similaridade ou de dissimilaridade entre pares de individuos. Entretanto,
quando o numero de acessos € relativamente grande, torna-se inviavel o
reconhecimento de grupos homogéneos pelo exame visual das estimativas de
distancia. Devido a isso os acessos semelhantes sdo reunidos com o uso de
técnicas de agrupamento a partir da medida de dissimilaridade escolhida. O
agrupamento entre os acessos ocorre de forma que exista homogeneidade dentro

dos grupos e heterogeneidade entre os grupos.
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RESUMO: A colegédo de germoplasma de inhame (Dioscorea spp), mantida pela
UFRB foi reunida por meio de expedigdes de coleta em diferentes Regides do
Nordeste. A pesquisa com recursos genéticos vegetais € essencial tanto para a
conservagao da diversidade genética, quanto para o estudo da divergéncia entre
acessos; base para programas de melhoramento. Com o objetivo de conhecer a
variabilidade morfolégica mantida nesse germoplasma, foram avaliados
38 acessos de inhame, utilizando-se 28 caracteristicas morfolégicas. Com base
nos dados aferidos, foi estimado o nivel de entropia dos caracteres, a
dissimilaridade genética dos acessos e, posteriormente, os individuos foram
agrupados pelo método de agrupamento UPGMA. Os acessos de inhame
estudados foram divididos em quatro grupos distintos em que o agrupamento
hierarquico reuniu os acessos conforme as espécies botanicas (D. frifida; D.
rotundata; D. cayenensis; D. alata e D. bulbifera) evidenciando uma elevada
variabilidade genética entre os grupos e reduzida variabilidade dentro de cada
grupo. O valor do coeficiente de correlacdo cofenético entre a matriz de
agrupamento e a matriz de distancia foi de 0,92; valor altamente significativo. Os
caracteres com as maiores entropias foram: diametro do caule, numero e forma
dos tubérculos, mostrando elevada variabilidade para estes caracteres. Entretanto
as demais caracteristicas, a maioria, obtiveram entropias com valores
considerados como intermediarios e baixos, o que representa reduzida
variabilidade para esses caracteres. Essas informagdes levam a necessidade de
estudos de prospecgcdo do inhame como coleta de um maior numero de

individuos e em locais diferenciados.

Palavras chave: Dissimilaridade; entropia; variabilidade
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DESCRIPTOS
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ABSTRACT: The yam (Dioscorea spp.) germplasm collection kept at the UFRB,
was created by collection expeditions in different regions of the Northeast.
Research with plant genetic resources are essential for genetic diversity
conservation as well as studies of diversity between accessions; basic studies
considering genetic breeding programs. The objective of the present work was to
assay the morphological variability maintained in this germplasm bank. Thirty-eight
yam accessions were evaluated using 28 morphological characteristics. The level
of entropy of the characteristics and the genetic dissimilarity of the access, were
calculated and the accessions were clustered by the UPGMA method. The yam
accessions studied were divided into 4 distinct groups according to their botanical
species (D. trifida; D. rotundata; D. alata and D. bulbifera) showing genetic
variability. The cophenetic correlation coefficient between the cluster matrix and
the distance matrix was 0.92**, considered highly significant. The characteristics
with greatest entropy were: stem diameter, number and shape of tubers. The
remaining characteristics obtained intermediary and low entropy values, which
shows reduced variability for these characteristics. This information demonstrates
the need of prospection studies in yams with collections of a larger number of

accessions in many different locations

Key-words: Dissimilarity, entropy, variability
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INTRODUGAO

A variabilidade fenotipica encontrada em uma determinada espécie pode
ser de duas origens: variagdo devido ao ambiente e devido a diferengas
genéticas. A existéncia de variabilidade genética € a base do melhoramento
genético de plantas.

Com o crescente aumento da erosdo dos recursos geneéticos vegetais, a
preocupacgao principal, por parte do melhorista, € com a redugdo ou perda da
variabilidade das espécies cultivadas e a extingao dos parentes silvestres, bem
como de variedades locais, o que pode gerar o estreitamento da base genética
(HALLAUER; MIRANDA FILHO, 1988). A vulnerabilidade resultante do
estreitamento da base genética s6 pode ser evitada com a ampliacdo da
variabilidade, a qual depende do uso dos recursos genéticos disponiveis, ou seja,
do germoplasma da espécie (CASALI, 1969).

Uma das etapas mais importantes para a conservacdo dos Recursos
Genéticos é o estabelecimento de uma cole¢cdo de acessos da espécie a ser
trabalhada por meio da implantagdo de Banco de Ativo Germoplasma (BAG). O
germoplasma conservado serve como um reservatério de genes que podem ser
acessados pelo melhorista em programas de melhoramento na busca de
melhores gendtipos, com o intuito de desenvolver variedades produtivas e
resistentes e ou tolerantes aos principais fatores bidticos e abioticos. No entanto,
0 uso adequado do germoplasma de uma espécie sO € possivel mediante seu
conhecimento, o que pode ser feito por meio de caracterizagdo morfoldgica e ou
molecular.

O inhame (Dioscorea spp) é reconhecido como uma das hortaligas mais
cultivadas no Brasil em sistema de agricultura familiar, onde desempenha
importante papel socioecondmico principalmente na Regidao Nordeste do Brasil
(OLIVEIRA, 2002). Os principais estados produtores dessa cultura encontram-se
nessa regiao, onde sdo cultivados mais de 90% da producdo brasileira de
espécies comestiveis de inhame. Espécies com finalidade farmacolégica sao
cultivadas nas regides Sul, Centro Sul, Sudeste, Oeste e Norte (COELHO, 2002).

A exploracédo do inhame constitui uma alternativa viavel para a agricultura
nordestina, isso porque nas zonas produtoras dessa regido, encontram-se

condigoes edafoclimaticas favoraveis para o desenvolvimento e produgao em
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carater altamente econdémico dessa cultura. Soma-se a isso o grande potencial de
expansao de sua area de cultivo, possibilitando maior produ¢cdo e aumento na
exportagao para os grandes centros consumidores do sul e para o exterior.

O inhame produz tubérculos de alto valor nutritivo e energético, que séo
utilizados na alimentacdo de todas as classes da sociedade brasileira
(MESQUITA, 2002). Dessa forma, a cultura possui um elevado potencial
econdmico (RIZZINI; MORS, 1995), com cerca de 25 espécies utilizadas na
alimentagdo humana. Seus tubérculos sdo ricos em diversas vitaminas do
complexo B (tiamina, riboflavina, niacina), vitamina A, vitamina C (acido
ascorbico) e carboidratos (amido principalmente) além de apreciaveis teores de
proteina e de gordura (OLIVEIRA et al. 2007).

Apesar da importancia que a cultura do inhame representa para o negécio
agricola nordestino, sua produtividade ainda continua baixa, em comparagdo com
a dos paises africanos como a Nigéria, que sozinha é responsavel por 75% da
producdo mundial da cultura. Dentre os principais fatores responsaveis por essa
baixa produtividade pode ser citados: o uso de tubérculos-sementes de qualidade
agrondmica inferior (desuniformidade no tamanho e na maturagéo, apresentando
ferimentos e contaminagdo por nematoides e fungos), o manejo inadequado da
cultura, do solo e da agua, a baixa fertilidade do solo e as irregularidades
climaticas (BRITO et al. 2011).

A criacdo de novas cultivares de inhame resistentes a doencas e com
caracteristicas agronémicas superiores que atendam aos produtores pode ajudar
a contornar a maioria dos problemas da cultura. No entanto, o melhoramento
genético s6 € possivel se houver variabilidade genética disponivel. Assim,
justifica-se a implantacdo, caracterizacdo e conservagdo de uma colegcao de
acessos de Dioscorea spp, que tem por finalidades reunir, manter a variabilidade
genética e buscar gendétipos mais adaptados para atender as necessidades dos
agricultores e, principalmente, do mercado atual (LOPES-MONTES, 2012).

Estudos que envolvem a divergéncia em plantas tém sido realizados
frequentemente, com base em descritores botanicos, morfologicos e
agronOmicos, por nao apresentarem custos elevados (DIAS et al. 1997). No
entanto, as interpretacdes desses dados tém, habitualmente, sido feitas por

analises univariadas, o que gera dificuldades na obtencdo das estimativas de
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divergéncia e, consequentemente, na selecdo de individuos desejaveis para
intercruzamentos, pois diferengas existentes entre grupos ou populagbes podem
nao ser dependentes de uma unica variavel e sim de um conjunto delas. Cruz et
al. (2004) consideram que as técnicas multivariadas tém se mostrado uteis por
avaliar o individuo em varios aspectos e proporcionar uma visao holistica de cada
acesso.

Na analise de divergéncia genética, varios métodos multivariados podem
ser aplicados, como componentes principais, variaveis candnicas e métodos
aglomerativos. O método aglomerativo depende do calculo das medidas de
dissimilaridade provenientes de variaveis quantitativas e qualitativas, pois cada
gendtipo constitui-se um grupo inicial, que se une em etapas posteriores, segundo
suas similaridades, em grupos, de tal forma que haja homogeneidade dentro dos
grupos e heterogeneidade entre os grupos (CROSSA; FRANCO, 2004).

Basicamente os métodos de agrupamento envolvem duas etapas: a
primeira refere-se ao célculo das medidas de distancia ou de similaridade (ou
dissimilaridade); e a segunda, a utilizagdo de uma técnica de agrupamento para
formagao dos grupos. As diferentes medidas de distancia ou de similaridade (ou
dissimilaridade) s&o calculadas em fungcdo do tipo de varidavel que se esta
avaliando. Cruz et al. (2004) apresenta os procedimentos para estimar essas
medidas com base em variaveis quantitativas (distancia Euclidiana), variaveis
quantitativas com repeticao (distancia generalizada de Mahalanobis), variaveis
qualitativas binarias (indices de Jaccard, Nei e Li e Sorensen-Dice) e variaveis
qualitativas multicategéricas (Cole-Rodgers et al. 1997).

O presente trabalho objetivou caracterizar acessos da espécie Dioscorea
spp. presentes no BG-inhame da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia
(UFRB) por meio de descritores morfolégicos para detecgdo da diversidade
genética visando auxiliar o programa de melhoramento da cultura para a Regiao
do Recbncavo da Bahia.

MATERIAL E METODOS

O Banco de Germoplasma de inhame pertencente a UFRB foi implantado
no Campo Experimental do Campus de Cruz das Almas-BA (12°40°19” latitude sul
e 39°06’23” de longitude oeste de Greenwich e altitude média de 220 m).

Segundo classificacdo de Kdppen, o clima é do tipo tropical quente e umido. A
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precipitagdo média € de 1.224 mm por ano, a temperatura média anual de 24,5°C
e a umidade relativa média do ar € de aproximadamente 82%. O solo é
classificado como Latossolo Amarelo Alico Coeso, de textura argilosa e relevo
plano (SACRAMENTO et. al. 2012).

Foram avaliados 38 acessos de inhame (Tabela 1) mediante o uso de 28
descritores; sendo dez relacionados as folhas, sete ao caule e 11 relacionados
aos tubérculos (Tabela 2). As medidas de amostragens estabelecidas para os
descritores morfologicos foram realizadas de acordo com as informag¢des do
catalogo de descritores do IPGRI (1997).

ApoOs quatro a cinco meses do estabelecimento do germoplasma, foi
realizada a caracterizagdo da parte aérea (folhas e caules) (Figura 1), com o
auxilio de fita métrica e paquimetro. Apdés nove meses, efetuou-se a
caracterizagao dos tubérculos (Figura 2) com o auxilio de uma fita métrica e uma

balanga.
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Tabela 1 - Acessos de inhame pertencentes ao Banco de Germoplasma — UFRB com suas respectivas espécies, procedéncia e origem. Cruz das Almas—

BA - 2012

Numero Acesso Espécie Procedéncia Local de Produgao

1 BGIN-85 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Toa Santo Antonio da Jaqueira -BA
2 BGIN-86 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Sitio Sdo Roque - Sao Felipe - BA
3 BGIN-87 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Faz. Batatan Maragogipe - BA

4 BGIN-88 D. rotundata Feira de Cruz das Almas St. Antonio da Jaqueira Sao Félix - BA
5 BGIN-89 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Boa Vista Sao Félix — BA

6 BGIN-90 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Engenho de Sao Jodo — BA

7 BGIN-91 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Guapira Maragogipe — BA

8 BGIN-92 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Faz. Vendinha Sao Felipe - BA

9 BGIN-93 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Faz. dois irmaos Cruz das Almas - BA
10 BGIN-94 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Cruz das Almas — BA

11 BGIN-95 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Sao Felipe —BA

12 BGIN-96 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Maragogipe — BA

13 BGIN-97 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Cruz das Almas — BA

14 BGIN-98 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Cruz das Almas — BA

15 BGIN-100 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Cruz das Almas — BA

16 BGIN-101 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Cruz das Almas — BA

17 BGIN-102 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Faz. Copioba - Sdo Felipe - BA

18 BGIN-104 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Faz. Sapezinho - Sao Felipe - BA
19 BGIN-105 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Piedade — Maragogipe - BA

20 BGIN-107 D. cayenensis Feira de Cruz das Almas Combé - Cruz das Almas - BA

21 BGIN-108 D. alata Feira de Cruz das Almas Cruz das Almas — BA

22 BGIN-110 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Maragogipe — BA

23 BGIN-111 D. alata Cruz das Almas Serraria — Maragogipe - BA



Continuacao

24
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28
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BGIN-112
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BGIN-119
BGIN-120
BGIN-121
BGIN-125
BGIN-131
BGIN-133
BGIN-135
BGIN-136
BGIN-137
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. bulbifera
. rotundata
. bulbifera

. rotundata

trifida

. rotundata
. rotundata
. rotundata
. rotundata

. rotundata

Feira de Juazeiro

Feira de Juazeiro

Feira de Juazeiro

Feira de Juazeiro

Feira de Juazeiro

Cruz das Almas

Feira de Santana

Cruz das Almas

Cruz das Almas

Feira de Valenga

Feira de Nazaré

Supermercado de Campina Grande
Supermercado de Campina Grande
Supermercado de Campina Grande

Supermercado de Campina Grande

Caruaru — PE

Caruaru — PE

Caruaru — PE

Paraiba

Paraiba

Maragogipe — BA
Maragogipe — BA
Batatan — Poerinha - BA
Orobo Valenca — BA
Maragogipe - Sao Felipe - BA
Regido de Remijo — PB
Regido de Remijo — PB
Regido de Remijo — PB
Regido de Remijo — PB
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Tabela 2- Descritores utilizados para a caracterizagdo morfolégica do Germoplasma de Inhame.

Cruz das Almas — BA, 2012.

Descritores

Classes Fenotipicas Analisadas

Cor de Caule

Presenca de Asas

Cor das Asas

Presencga de Aculeos

Direcéo do Crescimento

Diametro do caule (15 cm da base)

Formato do Caule (corte transversal)

Posicao das Folhas

Forma das Folhas

Numeros de Lébulos da Folha

Cor da Folha

Comprimento do Peciolo

Cor do Peciolo

Largura da folha na maior porgao
Florescimento

Tubérculos Subterraneos

Presenca de rizéforos aéreo

Distancia entre a inser¢do do peciolo na folha a
extremidade superior da folha (folhas adultas)
Distancia entre a inser¢do do peciolo na folha a
extremidade inferior da folha (folhas adultas)
Presenca de raizes nos rizéforos

Numero de tubérculos

Forma do tubérculo

Posicao de jungéo entre os tubérculos
Comprimento do tubérculo

Largura do tubérculo (eixo maior)

Massa do tubérculo

Cor da casca

Cor da polpa

1- Verde; 2- Verde com faixas roxas; 3-
Verdes com faixas marrons e 4- Roxo.
1-Presente; 2-Ausente

1-Verde; 2-Roxa

1-Presente; 2-Ausente

1-Horario; 2-Anti-horario

1-<0,4cm; 2-0,4-0,6 cm; 3- >0,6 cm
1-Poligonal; 2-Redondo

1-Alternada; 2-Oposta

1-Cordata; 2-Sargitata

1-Um; 2-Trés

1-Verde; 2-Verde escura; 3-Arroxeada.
1-<5cm; 2- 5-10cm; 3- >10cm

1- Verde; 2- Verde com marrom; 3- Roxo
1-<10cm; 2- 10— 15cm; 3->15cm
1-Presente; 2-Ausente

1-Presente; 2-Ausente

1-Presente; 2-Ausente

1-<2cm;2-2—-4cm; 3->2cm

1-<10cm; 2- 10— 15 cm; 3->15cm

1-Presente; 2-Ausente

1- Um; 2-Alguns; 3-Muitos

1- Alongado; 2-Irregular; 3-Oval

1- Todo; 2-Superior

1- <20 cm; 2- 20-40 cm; 3- >40 cm

1-<7cm; 2-7-12cm ; 3->12cm

1- <0,70 kg; 2- 0,70-1,50 kg; 3- 1,60-2,0 kg;
4- 2,10-3,0 kg; 5- >3,0 kg

1- Marrom; 2- Amarela

1-Branca; 2-Amarela; 3-Roxa; 4-Roxo com

branco; 5-Branco com roxo
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Figura 1: Em A observa-se a presenga de asas no
caule, B e C tipos do caule e em D, E e F tipos de
folhas de acessos do BG-Inhame UFRB, Cruz das

Almas, 2012.

>

Figura 2: Em A, B, C, D, E e F observa-se a diversidade
dos tubérculos de inhame do BG-Inhame UFRB, Cruz
das Almas, 2012.

Com base nos dados aferidos a campo, foi estimado o nivel de entropia dos
caracteres por meio do coeficiente de diversidade de Shannon-Weaver (H’)
(SHANNON-WEAVER, 1949) pelo programa SAS (SAS/STAT software, 2006).
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Em que:

H’ = indice de Shannon-Weaver

ni=Numero de individuos amostrados da i-€sima espécie.
N=numero total de individuos amostrados.

S=numero total de espécies amostradas.

In=logaritmo de base neperiana.

A entropia de um determinado descritor sera tdo maior quanto maior for o
numero de classes fenotipicas desse e quanto mais homogéneo for o balango
entre a frequéncia dos acessos nas diferentes classes fenotipicas. Ou seja, para
um descritor morfolégico com duas classes fenotipicas, a maior entropia ocorrera
quando ambas as classes apresentarem 50 % dos acessos avaliados (VIEIRA, et
al. 2007).

A matriz de distancia foi gerada pelo programa R (R DEVELOPMENT,
2006). Os agrupamentos hierarquicos a partir da matriz de distdncia genética
foram obtidos pelo método UPGMA — Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean (Sneath e Sokal, 1973) no programa GENES (Cruz, 2008).
Posteriormente, com base na matriz de dissimilaridade genética, a validagao dos
agrupamentos foi determinada por meio do coeficiente de correlagao cofenético
(r) (SOKAL; ROHLF, 1962). A significancia do coeficiente de correlagao cofenético
foi calculada pelo teste de Mantel (1967) com 1000 permutagdes. O dendrograma
foi gerado pelo programa STATISTICA 7.0 (STATISTICA, 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os descritores qualitativos, as classes fenotipicas, a frequéncia percentual
dos acessos em cada uma das classes e o nivel de entropia estdo apresentados
na Tabela 3.

Com base em Jamago (2003), os valores do coeficiente de diversidade de
Shannon-Weaver (H') s&o classificados como baixo (H' <0,50), meédio ou

intermediario (H'= 0,50-0,75) e alto (H' = 0,75). Assim as variaveis que
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apresentaram baixa entropia foram: presenca de asas (0,44), cor das asas (0,44),
formato do caule (0,44), posicdo das folhas (0,48), forma das folhas (0,33),
numero de lobulos da folha (0,12), cor do peciolo (0,46), distancia entre a
insercdo do peciolo na folha a extremidade superior da folha (folhas adultas)
(0,39), distancia entre a insergdo do peciolo na folha a extremidade inferior da
folha (folhas adultas) (0,24), presenga de rizéforos aéreos (0,21), presenca de
raizes nos rizéforos, posi¢do de jungéo entre os tubérculos (0,21), comprimento
do tubérculo (0,28), largura do tubérculo (0,21) e cor da polpa (0,34).

O nivel de entropia pode ser utilizado para quantificar a variabilidade
presente em descritores qualitativos por meio da observacdo das frequéncias
relativas das classes para cada descritor avaliado. De acordo com Ledo et al.
(2011), baixos valores para entropia estdo associados a uma menor quantidade
de classes fenotipicas para o descritor utilizado e a um maior desequilibrio na

proporcgao entre a frequéncia dos acessos nas diferentes classes fenotipicas

Tabela 3: Estatisticas descritivas para os descritores quantitativos utilizados na caracterizagdo do

Banco de Germoplasma de Inhame da UFRB. Cruz das Almas, 2012.

Descritor Classes Frequéncia % Nivel de
entropia

Verde 84,21 0,51

Cor do caule Verde c/ faixas roxas 2,63
Verde c/ faixas marrom 13,16

Presencga de Asas Presenca 15,79 0,44
Auséncia 84,21

Cor das Asas Verde 84,21 0,44
Roxa 15,79

Presencga de Aculeos Presenca 76,32 0,55
Auséncia 23,68

Diametro do Caule <0,4cm 50,00 0,80
0,4-0,6cm 47,37
>0,6 cm 2,63

Formato do Caule Poligonal 15,79 0,44
Redondo 84,21

Posicao das Folhas Alternadas 18,42 0,48
Opostas 81,58

Forma das Folhas Cordata 5,26 0,33
Sargitata 92,11
Lobulada 2,63

Numero de Lobulos da Folha Um 97,37 0,12
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Continuagao

Cor da Folha Verde 34,21 0,64

Comprimento do Peciolo <5cm

>10 cm 5,26

Verde com Marrom

Distancia entre a insergdo do 2-4cm 13,16 0,39
peciolo na folha a extremidade

superior da folha (folhas

adultas

Distancia entre a inser¢do do <10cm 2,63 0,24
peciolo na folha a extremidade
inferior da folha (folhas adultas)

>15cm 2,63

10-15¢cm 55,26

Auséncia 94,59

Auséncia

Alguns 62,16

Forma do tubérculo Alongado

Oval 35,14

Superior 94,59

20 -40 cm

>12cm 94,59

0,70 - 1,50Kg 8,11

Amarela 70,27

Amarela 10,81
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As variaveis que apresentaram valores intermediarios de entropia foram:
cor do caule (0,51), presenca de aculeos (0,55), cor da folha (0,64), comprimento
do peciolo (0,59), largura da folha na por¢édo maior (0,69) e cor da casca (0,61).
Os maiores valores de entropias foram diametro do caule (0,80), numero de
tubérculos (0,86) e formato do tubérculo (0,94) em fungdo de apresentarem
elevado numero de classes e um maior equilibrio na proporgao entre a frequéncia
dos acessos nas diferentes classes fenotipicas, observado para a maioria dessas
caracteristicas, o que revela variabilidade genética entre os acessos estudados.
As demais variaveis (16) apresentaram classes de baixa entropia sendo H’<0,50,
constituindo a maioria das caracteristicas analisadas, revelando variabilidade
genética entre os acessos estudados, principalmente para as variaveis de média
e alta entropia, embora com formacgao de pequeno numero de classes fenotipicas.

Menisa (2008) em estudos com as espécies D. alata e D. esculenta,
observou uma alta diversidade pelo indice de Shannon-Weaver. Islam et
al.(2011), encontraram para a colecédo de inhame em Bangladesh, as maiores
entropias para os descritores cor do peciolo (0,94), presenga de tubérculos
aéreos (0,79), forma do tubérculo (0,91) e cor da polpa (0,85).

Otoo et al. (2009) estudando a variabilidade morfolégica em 91 acessos do
complexo D. cayenensis-rotundata em Gana, observaram os maiores valores de
entropia para as caracteristicas numero de brotos, didmetro do caule,
comprimento do caule, numero de tubérculos por planta, largura do tubérculo e
numero de inflorescéncia por planta.

Vieira et al. (2007) em estudo com mandioca (Manihot esculenta Crantz),
encontraram as maiores entropias para os descritores cor externa do caule, cor
do peciolo, forma do lébulo central e cor da folha apical. Em estudos de
divergéncia genética em pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) Nucci (2011)
aplicando o indice de diversidade genética de Shannon-Weaver encontrou uma
baixa diversidade para os acessos considerados. Ledo et al. (2011) efetuando a
caracterizagao morfolégica da colecao de espécies de Manihot spp da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, relataram os maiores valores de entropia para as
variaveis cor do peciolo (1,67), forma do Iébulo (1,59), cor externa do caule (1,25)

e numero de lébulos (1,05).



48

O dendrograma de dissimilaridade, construido com 25 descritores em 38
acessos de inhame encontra-se da Figura 3. A dire¢cdo do crescimento, o
florescimento e a presenca de tubérculos subterrdneos, por nédo discriminarem
uma variagdo entre os acessos avaliados foram eliminados da analise da
diversidade genética no germoplasma de inhame.

O agrupamento dos acessos foi com base no método UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method Using Arithmetic Averages). O ponto de corte baseou-se no
valor da média da matriz de agrupamento, que foi de 0,26, discriminando um total
de quatro grupos (Tabela 4), sendo que a média da matriz foi o0 método que
melhor se ajustou para gerar o agrupamento dos acessos. O maior grupo foi o
quatro, que agrupou 79,8% dos acessos, seguido pelo grupo trés, (13,1%); grupo
dois, (5,25%); e pelo grupo um, (2,63%) com apenas um representante.

Observou-se que o agrupamento hierarquico reuniu os acessos conforme a
espécie botanica (D. trifida, D. rotundata, D. cayenensis, D. alata e D. bulbifera).
Possivelmente, isso ocorreu pelo fato dessas caracteristicas serem em sua
maioria qualitativas, portanto, controladas por poucos genes como também serem
pouco afetadas pelo ambiente (FALCONER, 1981) o que contribui para a clara
discriminagao dos acessos de inhame em fungéo da espécie (MARTINELLO et al.
2001).

O dendrograma exibiu um resultado satisfatério ao distinguir os grupos,
porém, com baixo potencial em diferenciar os acessos dentro dos grupos
denotando uma reduzida variabilidade genética dentro de cada espécie. Desta
forma, torna-se necessario em estudos de prospeccdo de inhame coletar um
maior numero de individuos e em locais diferenciados. Observou-se ainda, que
nao houve uma associacado entre a diversidade genética e a eco-geografia dos
acessos (Tabela 5).

Resultados semelhantes foram observados por Sartie et al. (2012)
estudando 60 acessos de Dioscorea spp. (D. alata L., D. cayenensis Lam., D.
dumetorum (Kunth) e D. rotundata Poir.), onde ao avaliar a diversidade fenotipica
envolvendo 23 caracteristicas morfoldgicas, averiguaram que existe uma maior

variabilidade entre as espécies do que dentro das espécies.
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Cendrograma de Dissimilaridade
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Figura 3: Dissimilaridade Genética entre 38 gendtipos de inhame, com base em 26
descritores morfolégicos, empregando o Coeficiente de Similaridade de Cole-
Rodgers, e 0 método de agrupamento UPGMA.
Tabela 4 - Agrupamento dos acessos pelo método UPGMA
Grupos Acessos
1 125
2 120, 118
3 111, 113, 117, 115, 108
4 107, 110, 136, 135, 133, 121, 137, 91, 97, 102, 90, 119,116, 95, 93, 87, 101,

100, 88, 98, 86, 112, 96, 131, 105, 92, 104, 94, 89, 85

Tabela 5: Agrupamento dos genotipos de acordo com a classificagao botanica

GRUPOS ESPECIES
Gl D. trifida
Gll D. bulbifera
Glll D. alata

GIvV D. rotundata e D. cayenensis
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Norman et al. (2011) caracterizaram a variabilidade morfolégica de 52
acessos de Dioscorea sp. em Serra Leoa, por meio de 28 caracteristicas, com o
uso de componentes principais e analise de cluster. Os resultados dessa analise
possibilitou a formacéo de seis grupos, o que revelou a existéncia de divergéncia
genética de cultivares de inhame que podem ser usados para o desenvolvimento
de gendtipos de alto rendimento e outras caracteristicas desejadas, como
resisténcia a pragas e doengas locais.

O valor da correlagéo cofenética, que mede o grau de ajuste entre a matriz
de dissimilaridade e a matriz resultante da simplificagdo proporcionada pelo
agrupamento foi de r = 0,92**; valor altamente significativo. Sartie et al. (2012)
caracterizando por descritores morfoldgicos a diversidade genética em Dioscorea
spp. obtiveram um coeficiente de correlagdo cofenético de r = 0,67 alto e
considerado adequado, uma vez que, de acordo com Vaz Patto et al. (2004), r >
0,56 é considerado ideal, refletindo uma boa concordancia entre a matriz de
dissimilaridade e a de agrupamento.

O presente estudo demonstra a presengca de diversidade genética
interespecifica entre os acessos de Dioscorea spp. do banco de germoplasma da
UFRB. Entretanto devem ser priorizadas novas coletas e novos trabalhos de
caracterizagcdo, a fim de diversificar e ampliar as possibilidades de uso do
germoplasma em programas de melhoramento da espécie. Os resultados obtidos
nesse estudo serdo utilizados como ferramenta para auxiliar o programa de
melhoramento genético e conservagcdo do inhame na Regido do Recdncavo da
Bahia.
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CONCLUSOES

A analise dos caracteres utilizando o indice de diversidade de Shannon-
Weaver foi eficiente na avaliacdo da dissimilaridade entre os acessos de

Dioscorea spp.

e Existe divergéncia genética interespecifica entre os acessos de Dioscorea
spp. no banco de germoplasma da UFRB com formagéo de quatro grupos,

porém reduzida variabilidade dentro de cada espécie.

e A presencga de baixa entropia para a maioria dos descritores avaliados
demonstra uma reduzida variabilidade genética nos acessos para esses

descritores.

e E necessario realizar estudos de prospeccdo do inhame com coleta de um

maior numero de individuos e em locais diferenciados.
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RESUMO: O presente estudo objetivou a caracterizagdo, via marcadores
microssatélites e ISSR, de 32 acessos do Banco de Germoplasma de Inhame, a
fim de determinar o nivel e a organizagao da diversidade genética na colegao. A
caracterizagcao dos acessos foi realizada utilizando 21 marcadores ISSR, e sete
marcadores microssatélites (SSR). Dos iniciadores ISSR, 92,85% das marcas
amplificadas foram polimérficas e quanto aos SSRs, todas as marcas
amplificadas apresentaram polimorfismo. Os coeficientes que apresentaram um
maior valor de dissimilaridade entre os acessos avaliados foram Jaccard, Ochiai e
Nei e Li, sendo este ultimo utilizado apenas para as analises dos marcadores
microssatélites. Considerando os valores de distancias genéticas, os acessos
mais divergentes na caracterizagdo com os iniciadores ISSR, foram BGIN110 e
BGIN120, com distancia genética de 0,76 e os acessos BGIN95 e BGIN97 foram
0s mais proximos geneticamente. Com os marcadores SSR, os acessos mais
dissimilares foram BGIN108 e BGIN118, com distancia genética de 1,0 e os mais
proximos foram o BGIN85 e o BGIN87. Os agrupamentos foram obtidos pelo
método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic Averages),
havendo discrepancia quanto ao numero de clusters formado, tanto em relagao ao
tipo do marcador molecular, quanto ao tipo do coeficiente empregado. Entretanto,
nao houve discrepancia quanto ao agrupamento, uma vez que os individuos se
agruparam de acordo com a classificagao botanica. Os indices que apresentaram
um maior valor do coeficiente de correlagdo cofenético (CCC) foram Jaccard,
Ochiai e Nei e Li, com CCC = 0,90, evidenciando, portanto consisténcia nos
agrupamentos. O valor do PIC (conteudo de informacédo de polimorfismo) para

ambos os marcadores foi baixo. Entre os primers ISSR o PIC variou 0,11 — 0,28,



sendo que o ISSR-97 apresentou um maior conteudo de informacédo de
polimorfismo, e entre os SSR, o conteudo de polimorfismo variou de 0,06 — 0,21,
sendo que o iniciador Dpr3D06 foi que apresentou um maior conteudo de
informagdo de polimorfismo. O estudo revela que a identificagdo de grupos
dissimilares variou em funcdo do marcador utilizado, porém o poder de
descriminacdo do marcador SSR foi mais consistente. Tanto os marcadores
codominantes quanto os dominantes foram capazes de diferenciar os acessos e
possibilitaram a identificacdo dos mais contrastantes. Por ndo considerarem a
auséncia conjunta de bandas os indices de Jaccard, Ochia e Nei e Li,
apresentaram resultados mais consistentes do que os coeficientes de

coincidéncia simples e Sokal e Sneath.

Palavras chave: Coeficiente de similaridade; polimorfismo; SSR e ISSR.
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ABSTRACT: The objective of the present study was to characterize 32 yam
accessions from the yam germplasm bank using microsatellite and ISSR markers
in order to determine the level of organization and genetic diversity of the
collection. Characterization was carried out using 21 ISSR and 7 microsatellite
SSR markers. 92.85% of the ISSR amplified fragments were polymorphic and all
SSR fragments were polymorphic. The coefficients which presented higher
dissimilarity distance values were Jaccard, Ochiai and Nei & Li, whereas the latter
was used only for microsatellite data. Considering the higher values of genetic
distances in the characterization using ISSR markers, the most divergent
accessions were BGIN110 and BGIN 120, with genetic distance of 0.76 and
accessions BGIN95 and BGIN97, the closest genetically. For the SSR markers,
the most dissimilar accessions were BGIN108 and BGIN118, with genetic distance
of 1.0 and accessions BGIN85 and BGIN87, showed no difference. Clusters were
obtained by the UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic
Averages) method with discrepancies as to the number of clusters formed in
regard to the type of marker as well as the type of coefficient used. However,
there were no discrepancies as to cluster formation, where accessions grouped
according to their botanical classification. The indices which presented the highest
cophenetic correlation coefficient value (CCC) were Jaccard, Ochiai and Nei & Li,
with CCC = 0,90, demonstrating consistency in the clusters. The average PIC
(Polymorphism Information Content) values for both markers was low. Among the
ISSR markers, PIC values varied from 0.11 to 0.28, whereas ISSR-25 presented a
highest PIC, and among the SSR markers, the PIC varied from 0.06 to 0.21,
whereas primer Dpr3D06 presented the highest PIC value. The study shows that

both codominant and dominant markers were able to differentiate the accessions



and enabled the identification of the most contrasting for use in the genetic
breeding program of the species and that the Jaccard, Ochia and Nei & Li indices
presented more consistent results for not simultaneously considering the absence

of bands.

Key-words: Similarity coefficient; polymorphism; SSR and ISSR.
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INTRODUGAO

A caracterizagdo de germoplasma refere-se a mensuracdo e a
documentacdo de caracteristicas herdaveis da planta, as quais devem ser
consistentes e expressas homogeneamente em diferentes ambientes. Por meio
de estudo dessa natureza, é possivel identificar os acessos de uma colegao e
separa-los geneticamente. O grande problema enfrentado pela caracterizagao
morfolégica em comparagao a molecular € a natureza quantitativa dos caracteres,
que é fortemente influenciada pelo ambiente, e que depende da identificacdo e
enumeragdo dos caracteres visiveis que muitas vezes sao subjetivos para o
avaliador. J&4 os marcadores moleculares revela o polimorfismo em nivel de DNA
entre diferentes individuos, referindo-se a regides expressas ou n&do do genoma
nao havendo influencia do ambiente (AZEVEDO et al. 2010).

As pesquisas de variabilidade genética em inhame se baseiam, em sua
grande maioria, na avaliacdo de caracteres agronémicos e descritores
morfolégicos (CASTRO et al. 2012; OLIVEIRA et al. 2012; SARTIE et al. 2012
MELO FILHO et al. 2000). No entanto, tais marcadores existem em numero
limitado, e sua expressao génica pode estar sujeita as variagbes ambientais. Em
contraste, os marcadores moleculares ndo sao afetados pelo ambiente e dessa
forma tém sido usados com sucesso na anadlise genética de plantas e na
caracterizagao da variabilidade contida em bancos de germoplasma (MARTINS,
2011; BENITEZ et al. 2011; SANTOS et al. 2012; EGESI et al. 2006).

A caracterizagdo molecular é, portanto, de grande importancia para a
conservacgao in situ e ex situ e para os programas de melhoramento genético, pois
permite a geragao de uma serie de informagdes a respeito das caracteristicas
intrinsecas das espécies e da sua dinamica populacional. Esses marcadores
podem ser empregados sempre que necessario para o adequado uso e manejo
de germoplasma e estudos de conservacao da espécie (AZEVEDO et al. 2010).

Nesse aspecto, os genomas eucariotos possuem varias sequéncias
simples repetidas, as quais consistem de 1 a 6 nucleotideos repetidos em tandem
(LITT e LUTY, 1989). Essas regides sao denominadas de microssatélites, SSR
(Simple Sequence Repeats) ou STR (Short Tandem Repeats). As sequéncias de
DNA que flanqueiam os microssatélites sdo geralmente conservadas dentro de

uma mesma espécie, permitindo o desenho de primers para amplificagbes
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especificas desses locos, via reagdo em cadeia da polimerase. Essas
amplificacbes tendem a mostrar extensivo polimorfismo, que é consequéncia da
ocorréncia de diferentes numeros de unidades repetidas dentro da estrutura do
microssatélite (MORGANTE e OLIVIERI, 1993). Os SSRs se mostram como uma
das classes de marcadores mais promissoras para a ampla utilizacdo nos
programas de melhoramento por serem marcadores codominantes e multialélicos
e fornecerem elevado nivel de informagdo genética por loco, podendo ser
analisados a partir de qualquer tipo de tecido em qualquer estagio de
desenvolvimento da planta, com o uso de pequena quantidade de DNA (SOUSA
et al. 2011).

Os ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats) sao outra classe de
marcadores usados em estudos de polimorfismos e sdo baseados em
microssatélites. Esses marcadores tem se mostrado como uma poderosa
ferramenta para anadlise da diversidade e divergéncia genética, bem como para a
caracterizagdo de acessos e cultivares de diversas espécies (SILVA et al. 2012;
AZEVEDO et al. 2011; SANTANA et al. 2010; ISSHIKI et al. 2008; CHARTERS e
WILKINSON, 2000). Por se tratar de um marcador multiloco, que nao requer
conhecimento prévio do DNA a ser avaliado (GUPTA et al. 1994), o ISSR é uma
técnica de baixo custo, de facil uso e de grande reprodutibilidade (MATTHEWS et al.
1999) quando comparada a outros marcadores com base em PCR nao especifico
como o RAPD (WOLFE e LISTON, 1998) e requer pouca infraestrutura em termos
de equipamento de laboratério para execugao dos experimentos. Varios trabalhos
vém utilizando marcadores do tipo ISSR para estudos de diversidade genética em
acessos de bancos de germoplasma de diferentes culturas (DING, et al. 2013;
NAYAK, et. al 2013; PATHAK, et al. 2012; THUL, et al. 2012; AZEVEDO et al.
2011; VIEIRA et al. 2007).

Ha duas maneiras basicas de se inferir sobre a diversidade genética, sendo a
primeira de natureza quantitativa e a segunda preditiva (CRUZ e CARNEIRO, 2004).
Diversos conjuntos de dados tém sido utilizados para estudar a diversidade genética
nas culturas, dentre esses, os mais importantes tém sido os dados de pedigree;
seguidos pelos morfolégicos; bioquimicos e por ultimo aqueles baseados em
marcadores de DNA (MOHAMMADI e PRASANNA, 2003). Os diversos conjuntos
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de informagbes fornecem variaveis quantitativas, qualitativas, binarias e variaveis
multicategoricas.

Os métodos preditivos de diversidade genética tém sido bastante utilizados,
sobretudo pelo fato de que, ao se basearem em diferengas morfologicas, fisioldgicas
e moleculares dos gendtipos, dispensam a obtengdo das combinagdes hibridas
entre eles, o que é vantajoso, especialmente quando o numero de genitores cuja
diversidade se deseja conhecer é elevado (CARVALHO et al. 2003). Por esses
métodos, as informacgdes multiplas de cada cultivar sdo expressas em medidas de
dissimilaridade ou similaridade, que representam a diversidade existente no
conjunto de acessos estudados.

As medidas de dissimilaridade comumente utilizadas em variaveis binarias
(dados moleculares) séo: coeficiente de Jacard; coeficiente de Nei e Li (1979);
coeficiente de coincidéncia simples, dentre outros. Um dos procedimentos para se
avaliar a diversidade genética entre acessos a partir de dados moleculares
provenientes de marcadores SSR ou ISSR, é por meio do uso de variaveis binarias,
onde se avalia a presenga e auséncia de marcas (CRUZ e CARNEIRO, 2004).

Os coeficientes de similaridade indicam a forca de relacdo entre os
individuos, fixando um valor comum aos mesmos (EVERITT, 1993). Esses
coeficientes, tanto de similaridade quanto de dissimilaridade, sao criados com o
intuito de moldar situagbes especiais de interesse do pesquisador. Por este
motivo, dispbe-se de uma ampla serie de medidas. Uma analise das propriedades
desses coeficientes ajuda a identificar alguns principios gerais e encontrar o que
melhor se ajuste aos interesses de uma pesquisa em particular (BUSSAB et al.
1990). Contudo, essa escolha nao é trivial e os trabalhos, comumente, nao
justificam nenhuma escolha particular, notadamente para dados de marcadores
moleculares. Tais coeficientes podem ser divididos em duas categorias: medidas
de similaridade e medidas de dissimilaridade. Para a primeira categoria, quanto
maior o valor observado, mais similares sdo os individuos; para a segunda,
quanto maior o valor observado, menos similares sao os individuos (MAYER,
2007).

O presente trabalho teve como objetivos caracterizar acessos de inhame

utilizando marcadores moleculares microssatélites (SSR) e ISSR e propor critérios
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para a determinacao do melhor coeficiente de dissimilaridade a ser usado em

estudos de diversidade genética da espécie.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular (LBM) da
Embrapa Mandioca e Fruticultura. Foram avaliados 32 acessos de Inhame
(Tabela 1) provenientes do Banco de Germoplasma de Inhame implantado no
Campo Experimental da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, Campus
de Cruz das Almas-BA.

Caracterizagao Molecular

A extracdo do DNA de inhame é bastante trabalhosa devido a presenca de
polifendis que interferem com a molécula de DNA, dificultando a sua amplificagédo
adequada, por isso, foram necessarios alguns ajustes de protocolos. Testaram-se
quatro metodologias, sendo trés a partir do protocolo proposto por Doyle e Doyle
(1990) com as seguintes modificagdes: a) as folhas coletadas ficaram no escuro e
refrigeradas por 12 horas (Método |); b) foram utilizadas folhas liofilizadas (Método
II), e c) utilizaram-se folhas frescas (Método IIl). No Método IV, utilizou-se a
metodologia proposta por Sharma et al. (2008) com modificagdes (ANEXO I). A
quantificacdo e o ajuste para concentragdo de trabalho (3,0 ng uL™') do material
foi realizada em gel de agarose 1% sendo corados com brometo de etidio.

Foram testados 103 primers ISSR, sendo que 21 foram otimizados, devido
a grande dificuldade de amplificagcdo do material genético utilizado (Tabela 2). As
reagoes de amplificagdes foram feitas para um volume final de 15 uL, contendo os
seguintes reagentes: KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), MgCl,; 25 mM, 2,5 mM
de dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 2,0 mM iniciador, 3,0 ng uL™" de DNA
gendmico, uma unidade de Taq DNA polimerase (/nvitrogen®) e agua purificada.

As amplificagdes foram conduzidas em Termociclador Applied Biosystems
modelo Veriti 96 well thermal cycler, empregando-se a seguinte programagao: um
ciclo inicial de 2 min a 95°C, seguido de 39 ciclos de 1 min a 94°C, 50°C durante 1
min (temperatura de anelamento), 1 min a 72°C e 72 °C durante 10 min para

extensao final pela Taq polimerase e 10°C «.



66

Os fragmentos foram separados em gel de agarose a 2,5% sob condi¢ao-
padrdo, os produtos da amplificagdo corados com brometo de etideo, visualizados
por meio de luz UV e foto documentados pelo sistema Gel Logic 212 PRO — Nova
Analitica, de foto documentagéo. Para fins de genotipagem, as bandas de boa
resolucdo nos géis de agarose para os marcadores ISSR foram avaliadas como
auséncia (0) e presenca (1) por se tratar de um marcador dominante.

Foram testados 13 pares de iniciadores SSR (Tabela 3), desenvolvidos por
Obidiegwu et al. (2009). As reacgdes para amplificacdo constaram de um volume
final de 15 pL contendo 3,0 ng uL™' de DNA gendémico; 50,0 mM de MgCl,; 10 mM
Tris/KCI, 100 uM de dNTPs; 2,0 mM de cada iniciador e uma Unidade de Taq
polimerase (/Invitrogen®). As amplificagbes para otimizar a temperatura de
anelamento e demais reacdes foram realizadas em termociclador Applied
Biosystems modelo Veriti 96 well thermal cycler, empregando-se o seguinte
programa: ciclo inicial de 2 min a 95°C, seguido de 39 ciclos a 94°C por 1min,
(temperatura de anelamento variando de 48 a 58°C, de acordo com o iniciador),
por 1 min, 1 min a 72°C, extensao final a 72°C por 10 min e temperatura final
10°C=. Apds as amplificagbes, os fragmentos foram separados em géis de
agarose a 4%, sendo corados por brometo de etidio e fotografados pelo sistema

de foto documentagcdo (Gel Logic 212 PRO - Nova Analitica).
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Tabela 1- Acessos de inhame pertencentes ao Banco de Germoplasma — UFRB com suas respectivas espécies, procedéncia e origem. Cruz das Almas

BA, 2012.

N° Acesso Espécie Procedéncia Local de Origem

1 BGIN-85 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Toa Santo Antonio da Jaqueira - BA
2 BGIN-87 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Faz. Batatan Maragogipe - BA

3 BGIN-88 D. rotundata Feira de Cruz das Almas St. Antonio da Jaqueira S&o Félix - BA
4 BGIN-89 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Boa Vista Sao Félix — BA

5 BGIN-90 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Engenho de S&o Jodo — BA

6 BGIN-91 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Guapira Maragogipe — BA

7 BGIN-92 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Faz. Vendinha S&o Felipe - BA

8 BGIN-93 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Faz. dois irmaos Cruz das Almas - BA
9 BGIN-94 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Cruz das Almas — BA

10 BGIN-95 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Sao Felipe — BA

11 BGIN-96 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Maragogipe — BA

12 BGIN-97 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Cruz das Almas — BA

13 BGIN-98 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Cruz das Almas — BA

14 BGIN-101 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Cruz das Almas — BA

15 BGIN-108 D. alata Feira de Cruz das Almas Cruz das Almas — BA

16 BGIN-110 D. rotundata Feira de Cruz das Almas Maragogipe — BA

17 BGIN-112 D. rotundata Feira de Juazeiro Caruaru — PE

18 BGIN-113 D. alata Feira de Juazeiro Caruaru — PE

19 BGIN-115 D. alata Feira de Juazeiro Caruaru — PE

20 BGIN-116 D. rotundata Feira de Juazeiro Paraiba

21 BGIN-117 D. alata Feira de Juazeiro Paraiba

22 BGIN-118 D. bulbifera Cruz das Almas Maragogipe — BA

23 BGIN-120 D. bulbifera Cruz das Almas Maragogipe — BA

24 BGIN-125 D. trifida Feira de Valenca Orobo Valenca — BA

25 BGIN-126 D. rotundata Feira de Nazaré Barro Branco Muniz Ferreira - BA
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26

27
28
29
30
31
32

BGIN-129
BGIN-130
BGIN-132
BGIN-133
BGIN-135
BGIN-136
BGIN-137
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. rotundata
. rotundata
. rotundata
. rotundata
. rotundata
. rotundata
. rotundata

Feira de Nazaré
Feira de Nazaré
Feira de Aracaju
Supermercado de Campina Grande
Supermercado de Campina Grande
Supermercado de Campina Grande
Supermercado de Campina Grande

Santo Antonio de Jesus — BA
Estrada de Palma Jaguaripe - BA
Aracaju — SE

Regido de Remijo — PB

Regido de Remijo — PB

Regido de Remijo — PB

Regido de Remijo — PB
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Tabela 2 - Relagdo dos primers ISSR selecionados para a caracterizagdo de 32 acessos do
Banco de Germoblasma de Inhame — UFRB. Cruz das Almas-BA. 2012.

N° do primer Nome do primer Sequéncia™ Ta (°C)?
12 DIiGA3'RC GAGAGAGAGAGAGAGARC 50
24 DIGT5'A AGTGTGTGTGTGTGTGT 50
25 DiGT5'C CGTGTGTGTGTGTGTGT 50
32 TriCAC5'CY CYCACCACCACCACCAC 50
33 TriCAG CAGCAGCAGCAGCAG 50
34 TriCAG3'RC CAGCAGCAGCAGCAGRC 50
35 TriCAG3'YC CAGCAGCAGCAGCAGYC 50
36 TriCAG5'CR CRCAGCAGCAGCAGCAG 50
37 TriCAG5'CY CYCAGCAGCAGCAGCAG 50
39 TriGTG3'RC GTGGTGGTGGTGGTGRC 50
40 TriGTG3'YC GTGGTGGTGGTGGTGYC 50
41 TriGTG5'CR CRGTGGTGGTGGTGGTG 50
42 TriGTG5'CY CYGTGGTGGTGGTGGTG 50
47 TriTGT5'CY CYTGTTGTTGTTGTTGT 50
59 TriAGA 3'RC AGAAGAAGAAGAAGARC 50
83 TriCTG 3'RC CTGCTGCTGCTGCTGRC 50
90 TriGAA 3'RC GAAGAAGAAGAAGAARC 50
91 TriGAT 3'RC GATGATGATGATGATRC 50
93 TriGAG 3'RC GAGGAGGAGGAGGAGRC 50
97 TriGCA 3'RC GCAGCAGCAGCAGCARC 50
101 TriGGA 3'RC GGAGGAGGAGGAGGARC 50

TR: (A, G); Y :(C,T); °Ta: Temperatura de anelamento.
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Tabela 3 - Relagédo dos primers microssatélites selecionados para a caracterizagdo de 32 acessos do Banco de Germoplasma de Inhame-UFRB, Cruz

das Almas, 2012.

Nome do Microssatélite Forward (5°- 3) Reverse (5°- 37) Ta (°C) Referéncia

Da1F08 AATGCTTCGTAATCCAAC CTATAAGGAATTGGTGCC 51 Obidiegwu et. al (2009)
Dab2C05 CCCATGCTTGTAGTTGT TGCTCACCTCTTTACTTG 51 Obidiegwu et. al (2009)
Dab2D08 ACAAGAGAACCGACATAGT GATTTGCTTTGAGTCCTT 51 Obidiegwu et. al (2009)
Dab2EQ7 TTGAACCTTGACTTTGGT GAGTTCCTGTCCTTGGT 51 Obidiegwu et. al (2009)
Dpr3B12 CATCAATCTTTCTCTGCTT CCATCACACAATCCATC 51 Obidiegwu et. al (2009)
Dpr3D06 ATAGGAAGGCAATCAGG ACCCATCGTCTTACCC 51 Obidiegwu et. al (2009)
Drp3F12 TCCCCATAGAAACAAAGT TCAAGCAAGAGAAGGTG 51 Obidiegwu et. al (2009)
Dpr3F04 AGACTCTTGCTCATGT GCCTTGTTACTTTATTC 51 Obidiegwu et. al (2009)
Da1A01 TATAATCGGCCAGAGG TGTTGGAAGCATAGAGAA 51 Obidiegwu et. al (2009)
YM5 AATGAAGAAACGGGTGAGGAAGT CAGCCCAGTAGTTAGCCCATCT 58 Obidiegwu et. al (2009)
YM13 TTCCCTAATTGTTCCTCTTGTTG GTCCTCGTTTTCCCTCTGTGT 58 Obidiegwu et. al (2009)
YM15 TACGGCCTCACTCCAAACACTA AAAATGGCCACGTCTAATCCTA 58 Obidiegwu et. al (2009)
YM26 AATTCGTGACATCGGTTTCTCC ACTCCCTGCCCACTCTGCT 58 Obidiegwu et. al (2009)
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Analise dos dados moleculares

Devido a natureza poliploide de algumas das espécies de inhame, as
disténcias genéticas entre os acessos foram baseadas na codificacdo (1) para
presenca e (0) para auséncia de bandas; tanto para o marcador molecular
dominante (ISSR) quanto para o codominante (SSR).

Os coeficientes de similaridade analisados para os marcadores ISSRs
foram: Jaccard, Ochiai, Sokal e Sneath e Coincidéncia Simples e para os
microssatélites todos os citados anteriormente, com o incremento do coeficiente
de Nei e Li (1979) (Tabela 4). As estimativas de similaridades (Sg;) obtidas a
partir desses coeficientes foram convertidas em medidas de dissimilaridade (Dgj)
por meio do complemento aritmético dos coeficientes utilizados (Dg; = 1 - Sgj).
Portanto, os coeficientes de dissimilaridade foram calculados com o software
GENES versao 2009.7.0 (CRUZ, 2006), sendo geradas as matrizes de
dissimilaridade para cada indice.

A andlise de agrupamento entre os gendtipos foi obtida pelo método das
médias aritméticas de grupos néo ponderados - UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method Using Arithmetic Averages). Os dendrogramas foram construidos usando
o programa computacional STATISTICA 7.0 (2005). O ponto de corte foi escolhido
de acordo com a metodologia sugerida por MINGOTI (2005).

O coeficiente de correlagao cofenética, que mede o grau de ajuste entre a
matriz de dissimilaridade e a matriz resultante da simplificagdo proporcionada pelo
agrupamento, foi calculado com o auxilio do software GENES versdo 2009.7.0.
(CRUZ, 2006) e os valores de PIC (Polymorphism Information Content) estimados
pelo programa POWERMARKER (LIU e MUSE 2005).

Tabela 4: Coeficientes de similaridade utilizados no estudo de diversidade
em Dioscorea spp.

Coeficientes Expressao da Similaridade’
Coincidéncia Simples atd/a+b+c+d

Sokal & Sneath 2(a+d)/2(@+d)+b+c
Jaccard al(a+tb+c)

Ochiai a/N(a+b)a+c)

Nei & Li 2a/2(a+b+c)

'a=1,1; b=1,0; ¢c= 0,1 e d= 0,0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
- Diversidade Genética por Marcadores Dominantes - ISSR

Foi amplificado um total de 168 bandas, a partir dos marcadores ISSR,
pelos 21 iniciadores utilizados, dos quais 156 foram polimérficas (92,85% de
bandas polimérficas). O numero de bandas amplificadas variou de quatro para o
primer 93 (TriGAG3’RC) a 19 primer 47 (TriTGT5’C) (Figura 1) com uma média de

7,0 bandas polimorficas por primer.
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Figura 1: Perfil eletroforetico de acessos de inhame (1- 32) pertencentes ao BG-Inhame em gel de
agarose 2,5% utilizando o iniciador ISSR TriCAG5’CR. (M) : Marcador — ladder de peso molecular
1 Kb (Invitrogen®), Cruz das Almas, 2012.

As analises das matrizes de dissimilaridade, obtidas pelos coeficientes de
Jaccard, Ochiai, Sokal e Sneath e Coincidéncia Simples (ANEXO II), indicaram
que os gendtipos mais dissimilares em relagdo ao conjunto considerado, foram
BGIN110 (D. rotundata) pertencente ao grupo G, e BGIN120 (D. bulbifera) do G,
cujos coeficientes de Jaccard e Ochiai expressaram distancias de 0,72 e 0,56
respectivamente, para essas espécies. Todos os coeficientes mostraram que os
gendtipos BGIN95 e BGIN97 foram os mais proximos geneticamente, ambos do
grupo Gy, pertencentes a espécie D. rotundata.

Em estudos com o inhame chinés (D. opposita Thunb) Zhou et al. (2008)
utilizaram marcadores ISSR para avaliar a divergéncia genética e as relagbes
entre 28 cultivares. Dos 44 primers ISSR utilizados, sete foram selecionados por
sua reprodutibilidade, confiabilidade e alto polimorfismo, amplificando 65 marcas,
sendo 54 (83,01%) polimérficas, sendo estimada uma diversidade genética de
0,3191. O resultado desse trabalho sugeriu que os iniciadores ISSR sé&o

ferramentas Uteis para avaliar a divergéncia genética de inhame chinés
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possibilitando gerar informagdes valiosas para auxiliar a selecdo de acessos em
futuros programas de melhoramento da espécie.

Considerando as diferentes espécies dos acessos do germoplasma
(Tabela 2) e os agrupamentos gerados pelos dendrogramas (Figura 2), os
resultados demostraram n&o haver grandes discrepancias na estrutura dos
agrupamentos dos genotipos utilizando os coeficientes, de Jaccard e de
Coincidéncia Simples, que apresentaram o mesmo numero de clusters (quatro)
(Gi — BGIN120 e BGIN118; G, — BGIN117, BGIN115, BGIN113, BGIN110 e
BGIN108; Gy — BGIN125 e Gy — BGIN116, BGIN137, BGIN132, BGIN101,
BGIN98, BGIN136, BGIN135, BGIN133, BGIN130, BGIN129, BGIN126, BGIN87,
BGIN112, BGIN96, BGIN92, BGIN97, BGIN95, BGIN93, BGIN94, BGIN9O,
BGIN89, BGIN91, BGIN88 e BGIN85) e Ochiai e Sokal e Sneath, que formaram
cinco clusters (G; — BGIN120 e BGIN118; G; — BGIN117; G — BGIN115,
BGIN113, BGIN110 e BGIN108; Gy — BGIN125; Gy — BGIN116, BGIN137,
BGIN132, BGIN101, BGIN98, BGIN136, BGIN135, BGIN133, BGIN130, BGIN129,
BGIN126, BGIN87, BGIN112, BGIN96, BGIN92, BGIN97, BGIN95, BGIN93,
BGIN94, BGIN90, BGIN89, BGIN91, BGIN88 e BGINS5).

De modo geral, os agrupamentos ocorreram de acordo com a espécie
(Tabela 5), a excegao do gendtipo BGIN110, pertencente a espécie D. rotundata,
que se agrupou ao cluster Gy, onde se encontram gendétipos da espécie D. alata.
Verificou-se que nao houve uma correspondéncia geografica em relagédo a
similaridade entre acessos, ja que gendtipos de mesma origem foram alocados
em grupos diferentes.

Os coeficientes de similaridade disponiveis para dados binarios se baseiam
na comparagao entre o numero de atributos comuns para um par de objetos e o
numero total de atributos envolvidos e tais coeficientes podem ser facilmente
convertidos em coeficientes de dissimilaridade (MEYER, 2002). Os coeficientes
de Jaccard e Orchiai apresentaram resultados consistentes de acordo com os
valores da correlacdo cofenético, que mede a relagdo entre as matrizes de
distancias genéticas e a matriz de agrupamento (Tabela 6).

Meyer et al. (2004) verificaram em estudos de divergéncia genética em
milho, que os coeficientes de Jaccard e Ochiai apresentaram resultados préximos,

pois todos excluem as ocorréncias negativas (0:0). Os autores sugerem ainda,
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que os coeficientes que n&o consideram auséncias dos fragmentos como
evidéncias de homologia, sdo os mais indicados para a obtengdo da matriz de

dissimilaridade para marcadores dominantes.
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Figura 2: Dissimilaridade Genética entre 32 genodtipos de inhame, com base em 21 marcadores moleculares ISSR e 156 bandas polimérficas,

com o uso dos coeficientes de Jacacrd (A), Coincidéncia Simples (B), Ochiai (C) e Sokal e Sneath (D), utilizando o método de agrupamento
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Os resultados obtidos assemelham-se aos de Ferrdo et al. (2011), e de
Meyer et al. (2004) que utilizando diferentes coeficientes de similaridade para
analise de agrupamento em gendtipos de café e de milho respectivamente, com
base em marcadores moleculares dominantes (RAPD), verificaram que mesmo
empregando distintos coeficientes a estrutura dos agrupamentos dos genotipos

nao houve alteragdes significativas.

Tabela 5: Agrupamento dos gendétipos de acordo com as espécies pelo método UPGMA.

GRUPOS ESPECIES

Gl D. bulbifera

Gll D. alata e D. rotundata
Glli D. trifida

GIV D. rotundata

Coeficientes: Jaccard e Coincidéncia Simples

GRUPOS ESPECIES

Gl D. bulbifera

Gll D. alata

Gl D. alata e D. rotundata
Glv D. trifida

GV D. rotundata

Coeficientes: Ochiai e Sokal e Sneath.

Santana et al. (2011) estudando a divergéncia genética em umbu-cajazeira
utilizaram 25 marcadores ISSR, os quais produziram um total de 249 bandas e a
distancia genética entre os acessos variou de 0,247 a 0,665, utilizando-se o
coeficiente de Jaccard. O alto grau de polimorfismo encontrado demonstrou a
eficiéncia dos marcadores ISSR, que podem ser utilizados na caracterizagao
molecular de germoplasma e em futuros trabalhos de melhoramento genético da
especie.

Estudando a caracterizagdo do germoplasma de Cucurbitaceas a partir de
iniciadores ISSR, Silva et al. (2012) constataram que esses marcadores foram
eficientes na diferenciacdo dos acessos de melancia e melao, revelando alto nivel
de polimorfismo, com separagdo de grupos com divergéncias favoraveis a
selecdo de genitores promissores para uso em hibridagdes.

A analise das variaveis moleculares realizada com os coeficientes de
Jaccard, Ochiai, Sokal e Sneath e de Coincidéncia Simples, apresentou o maior

coeficiente de correlagao cofenético entre as matrizes de agrupamento, com valor
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de correlacéo de 0,87 (Tabela 6), revelando, portanto que os indices de Jaccard e
Ochiai apresentaram um 6timo ajuste entre a representacéo grafica das distancias

e a suas matrizes originais.

Tabela 6: indices de correlagdo cofenético e nimero de grupos formados em funcdo dos
coeficientes de similaridade provenientes da andlise em 32 gendtipos de inhame.

Coeficientes Numero de Grupos indice de Correlagdo Cofenético (r)
Jaccard v 0,81
Ochiai \Y 0,87
Sokal & Sneath Y 0,57
Coincidéncia Simples v 0,15

Conforme sugerem Vaz Patto et al. (2004), o coeficiente de correlagao
cofenético com r > 0,56 é considerado ideal, refletindo uma boa concordéancia
entre a matriz de dissimilaridade e a de agrupamento. Assim, infere-se que os
resultados obtidos pelos coeficientes de correlagdo cofenético para os indices de
Sokal e Sneath e coincidéncia simples, foram os de menor fidedignidade de
associacao na caracterizacao de acessos de inhame.

O conteudo de informacgédo de polimorfismo (PIC) variou de 0,11 para o
iniciador ISSR-25 a 0,28 para o iniciador ISSR-97; com média de 0,18 (Tabela 7).
Marcadores com valores de PIC superiores a 0,5 sdo considerados muito
informativos, com valores entre 0,25 e 0,50 medianamente informativos, e com
valores inferiores a 0,25, pouco informativos (BOTSTEIN et al. 1980). Neste
estudo, observou-se que n&o houve resultados de PIC superior a 0,5. Dessa
forma, o maior valor foi 0,28, considerando o primer ISSR-97 para os gendtipos

em estudo, como medianamente polimorfico.

Tabela 7: Iniciadores ISSR, nome do primer, nimero de marcas, conteldo de informagéo de
polimorfismo (PIC).

N° do primer Nome do primer N° de marcas PIC
ISSR12 DIiGA3'RC 8 0,15
ISSR 24 DIGT5'A 5 0,14
ISSR 25 DIGT5'C 5 0,11
ISSR 32 TriCAC5'CY 6 0,17
ISSR 33 TriCAG 6 0,15
ISSR34 TriCAG3'RC 7 0,15
ISSR 35 TriCAG3'YC 10 0,21
ISSR 36 TriCAG5'CR 8 0,16
ISSR 37 TriCAGS5'CY 7 0,24
ISSR 39 TriGTG3'RC 6 0,15
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Continuacao

ISSR 40 TriGTG3'YC 10 0,14
ISSR 41 TriGTG5'CR 6 0,21
ISSR 42 TriGTG5'CY 4 0,15
ISSR 47 TriTGT5'CY 19 0,20
ISSR 59 TriAGA 3'RC 8 0,24
ISSR 83 TriCTG 3'RC 8 0,12
ISSR 90 TriGAA 3'RC 9 0,24
ISSR 91 TriGAT 3'RC 10 0,25
ISSR 93 TriGAG 3'RC 3 0,23
ISSR 97 TriGCA 3'RC 5 0,28
ISSR 101 TriGGA 3'RC 7 0,18
Total 156 -
Média 7,0

- Diversidade Genética por Marcadores Codominantes — SSR

Dos 13 pares de iniciadores microssatélites testados, sete apresentaram
amplificagdo satisfatéria. O perfil eletroforético dos 32 acessos de inhame
amplificados com o primer SSR-YM13, encontra-se na Figura 3.

Um total de sete marcadores foi amplificado. Todas as marcas
apresentaram polimorfismo. O niumero de bandas variou de duas para os primers
Dpr3D06, Drp3F12 e Da1A01 a cinco, para o iniciador Dpr3B12 com uma média

3,28 por marcador, com um total de 23 alelos.

M123-456 78 91011121314151617 181920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Figura 3: Perfil eletroforetico em gel de agarose a 4%, dos fragmentos gerados pelo iniciador
YM13 em gendtipos do BG-inhame (1-32). Em (M) Marcador de peso molecular 1 Kb
(Invitrogen®), Cruz das Almas, 2012.

Obidiegwu et al. (2009) avaliando a divergéncia genética em 89 acessos de
D. alata, detectaram um total de 97 alelos, em que o niumero médio de alelos foi
7,46 por loco. Tostain et al. (2006) estudando a espécie D. rotundata Poir com
dez iniciadores SSR, detectaram uma média de 8,4 alelos por loco. Siqueira et al.

(2011), avaliando a divergéncia genética entre acessos de D. alata utilizaram



79

nove iniciadores SSR; um total de 47 alelos foi obtido. O numero de alelos variou
de 3 a 8, com uma média de 5,22 alelos por loco.

A dissimilaridade genética, obtida pelas matrizes de dissimilaridade
(ANEXO Il1), estimada com base nos coeficientes de Jaccard, Ochiai, Sokal e
Sneath, coincidéncia simples e Nei e Li, variou de 0 a 1. Analisando as diferentes
espécies entre os acessos (Tabela 2) e os agrupamentos gerados pelos
dendrogramas (Figura 4), os resultados obtidos revelaram ndo haver discrepancia
na estrutura do agrupamento dos individuos utilizando diferentes coeficientes de
dissimilaridade, em que o numero de clusters (quatro) foi igual para todos os
coeficientes em que: (G)) — BGIN120 e BGIN118; G, — BGIN125; G;; — BGIN117,
BGIN115 e BGIN108 e Gy — BGIN133, BGIN137, BGIN136, BGIN132, BGIN130,
BGIN129, BGIN128, BGIN116, BGIN113, BGIN112, BGIN110, BGIN101, BGIN98,
BGIN97, BGIN96, BGIN95, BGIN94, BGIN93, BGIN92, BGIN9, BGIN90, BGINS89,
BGIN88, BGIN87 e BGIN85. De modo geral, os agrupamentos ocorreram de
acordo com a espécie (Tabela 8), a excegao do acesso BGIN113, pertencente a
espécie D. alata, que se agrupou ao cluster Gy, onde se encontra gendtipos da
espécie D. rotundata. Verificou-se, portanto, que a origem dos acessos nao

influenciou a analise de agrupamento.

Tabela 8: Agrupamento dos genétipos de acordo com as espécies pelo
método UPGMA.

GRUPOS ESPECIES
Gl D. bulbifera
Gll D. trifida
Gl D. alata
GlvV D. rotundata e D. alata

Houve diferengas entre os valores de dissimilaridade entre os gendtipos.
Os resultados obtidos pelos indices de Sokal e Sneath e coincidéncia simples
assemelham-se, uma vez que mostraram que o0s genotipos mais divergentes
foram BGIN117 (D. alata) pertencente ao Gy e o BGIN118 (D. bulbifera) alocado
no G,, com distancias de 0,50 e 0,66, respectivamente. Em contrapartida, os
coeficientes de Jaccard, Ochiai e Nei e Li demonstraram que os genoétipos mais
dissimilares foram BGIN108 (D. alata) pertencente ao Gy e BGIN118 (D.

bulbifera) alocado no G, em que os trés indices mostraram uma divergéncia
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maxima entre esses acessos. O menor valor de dissimilaridade foi apresentado
entre os acessos BGIN85 e BGIN87; ambos da espécie D. rotundata e agrupados
no Gy, para todos os cinco coeficientes, esses acessos sao geneticamente
proximos. Contudo, os coeficientes atribuem diferentes pesos aos valores das
ocorréncias e auséncias conjuntas, bem como nas diferengas encontradas, o que
influencia diretamente nos valores encontrados (FERRAO et al. 2011).

Analisando a natureza dos coeficientes a partir de suas expressodes (Tabela
5), pode-se observar que os coeficientes que apresentam propriedades comuns,
mostraram-se mais relacionados, como se pode observar para os coeficientes de
Jaccard, Nei e Li e Ochiai, que possuem a propriedade comum de néo
considerarem a auséncia conjunta das caracteristicas. Os coeficientes de
coincidéncia simples e Sokal e Sneath por sua vez, consideram a auséncia
conjunta. Portanto, essas particularidades entre os indices podem estar
influenciando na forma de agrupamento entre os genétipos devido a sensibilidade
de cada coeficiente.

Sartie et al.(2012) em estudos de diversidade genética de germoplasma de
inhame avaliando quatro espécies (D. alata L., D. cayenensis Lam., D. dumetorum
(Kunth) e D. rotundata Poir) utilizaram 32 iniciadores SSR em 50 acessos. O
numero total de alelos identificados foi de 102, o qual variou 2-7 alelos por loco. A
correlagao cofenética foi r = 0,67, altamente significativa. Os autores sugerem que
D. rotundata e D. cayenensis parecem ter co-evoluido a partir do mesmo
parentesco, e podem ter sido separados como resultado de efeito de selegao por
domesticacdo, ou pela G x A (interacdo gendtipo x ambiente). Esse estudo
revelou, portanto, que os marcadores microssatélites sao ferramentas uteis para a
analise genética entre espécies de inhame e que a diversidade genética foi maior

entre que dentro da espécie.
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O coeficiente de correlagdo cofenético (CCC) obtido entre a matriz de
agrupamento e a matriz de distancia cofenética (C) a partir dos indices de
Jaccard, Nei e Li, Ochiai e Sokal e Sneath, foram de elevada magnitude (r = 0,90),
evidenciando consisténcia dos agrupamentos. Ja o CCC alcangado pela matriz de
agrupamento e a matriz de distancia do coeficiente de coincidéncia simples foi de
magnitude inferior, com um valor de r = 0,14 (Tabela 9). Esses resultados revelam
a maior consisténcia dos agrupamentos formados com base no coeficiente de
Jaccard, com r = 0,95, reforcando a adequabilidade do uso desse coeficiente em
dados binarios. Por sua vez, os demais indices com valores r = 0,90 alcangaram

uma excelente adequagao entre os dendrogramas e suas matrizes originais.

Tabela 9: indices de correlagdo cofenético e numero de grupos formados em fungdo dos
coeficientes de similaridade provenientes da andlise em 32 gendtipos de inhame

Coeficiente de Correlagao

Coeficientes Numero de Grupos Cofenético (r)
Jaccard v 0,95
Ochiai v 0,93
Sokal & Sneath v 0,93
Nei & Li v 0,93
Coincidéncia Simples v 0,14

O PIC (conteudo de informacdo de polimorfismo) € um indicador da
qualidade do marcador em estudos genéticos, podendo variar de 0 a 1, em que 1
seria a mais alta qualidade. Nesse estudo, os valores de PIC variaram de 0,06 —
0,21 (Tabela 10). Pode-se inferir, portanto, que o iniciador que obteve o maior
valor de PIC, entre os demais, foi o Dpr3D06 com PIC = 0,21, no entanto,
considerado pouco informativo para os gendtipos em estudo de acordo com a
classificagao de Botstein et al. (1980).

Entretanto, no caso do inhame no presente estudo, esse valor € justificado,
uma vez que os fragmentos foram computados como dados binarios. Os
tamanhos dos fragmentos dos pb (pares de bases) nao foram utilizados para os
marcadores SSR, devido a presenca de genotipos com diferentes ploidias
(triploides e tetraploides), levando a perda de informagcdo por loco e
consequentemente diminuindo os valores dos PICs. O mesmo resultado é

discutido no trabalho com bananeira Musa spp., em que Creste et al. (2003),
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utilizando marcadores SSR atribuiu aos fragmentos amplificados, presenga ou
auséncia de alelos em decorréncia do carater poliploide da espécie, observando
portanto, uma diminuicdo dos valores do PIC.

Obidiegwu et al. (2009), estudando acessos de D. alata, empregaram 13
marcadores microssatélites e encontraram o valor médio do PIC igual a 0,65,
mostrando existéncia de variabilidade entre os acessos, e os iniciadores
revelaram-se eficazes para caracterizar estudos de germoplasma desta espécie.

Siqueira et al. (2011), avaliando a dissimilaridade genética entre gendtipos
de D. alata e espécies afins, utilizaram marcadores SSR. O conteudo de
informagéo de polimorfismo foi calculado em valores que variaram de 0,39 - 0,78,
com uma média de 0,65. O valor mais elevado foi encontrado para PIC do loco
H12 (PIC = 0,78), o qual conteve o maior numero de alelos. Assim, como os
autores anteriores, Tostain et al. (2006) aferiram a diversidade genética de 146
acessos de D. rotundata Poir com 10 iniciadores SSR, detectaram um valor de
PIC de 0,51, revelando um alto polimorfismo dos marcadores. Portanto, ambos os
estudos concluiram que o desenvolvimento de marcadores moleculares SSR é
essencial para estudos da espécie, sendo de grande importancia para a
conservacgao e detecgao da variabilidade genética em Dioscorea spp.

Tabela 10: Primers SSR, nome do primer, nimero de marcas, contetdo de informagao de polimorfismo
(PIC).

N° do primer Nome do primer N° de marcas PIC
SSR 1 Da1F08 4 0,17
SSR 3 Dab2D08 4 0,18
SSR 5 Dpr3B12 5 0,15
SSR 6 Dpr3D06 2 0,21
SSR7 Drp3F12 2 0,12
SSR 9 Da1A01 2 0,06
SSR 11 YM13 4 0,10
Total 23 -

Média 3,29
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CONCLUSOES

Os marcadores moleculares sdo adequados na caracterizacdo dos acessos
de inhame, para detectar a diversidade genética existente no

germoplasma.

A identificacdo de grupos dissimilares variou em funcdo do marcador
utilizado, porém o poder de discriminagcdo do marcador SSR foi mais

consistente quando comparado ao marcador ISSR.

Os coeficientes de Jaccard, Nei e Li e Ochiai mostram resultados mais
consistentes do que os coeficientes de Coincidéncia Simples e Sokal e
Sneath, por apresentarem como prioridade comum a desconsideragao das

auséncias conjuntas de bandas.

Tanto os marcadores codominantes quanto os dominantes foram capazes
de diferenciar os acessos e possibilitaram a identificacdo dos mais
contrastantes para o uso em programas de melhoramento genético da

especie.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A caracterizagdo molecular permite a discriminacdo de acessos e a
prospec¢cao da variabilidade entre acessos de uma mesma espécie. Os
marcadores moleculares vém sendo uma excelente alternativa para detecgcao da
variabilidade genética, pois apresentam ampla capacidade de amostragem do
genoma. Acrescenta-se que, os marcadores codominantes apresentaram uma
elevada capacidade discriminatoria de acessos em comparagao aos dominantes e
possibilitaram a identificagdo dos acessos mais contrastantes para uso no
programa de melhoramento genético em Dioscorea spp.

Os coeficientes de Jaccard, Nei e Li e Ochiai mostraram resultados mais
consistentes. Isso foi atribuido ao fato deles apresentarem como prioridade
comum a desconsideragdo das auséncias conjuntas de bandas. Portanto, em
funcdo das auséncias conjuntas de bandas nao significarem necessariamente que
as regides do DNA séao idénticas, sugere-se 0 emprego desses coeficientes em
analises de dissimilaridade genética quando empregados os marcadores
moleculares.

O coeficiente de Shannon-Weaver permitiu aferir os descritores que mais
contribuiram para analisar a variabilidade fenotipica existente no banco de
germoplasma de inhame.

As informacbes obtidas com a estimativa da diversidade genética
(marcadores moleculares e morfolégicos) revelaram a variabilidade entre os
acessos de inhame avaliados, portanto, ambos os marcadores foram adequados
para o estudo da diversidade genética de Dioscorea spp. Porém, ndao ha uma
concordancia entre esses marcadores. Contudo, as informacdes desse trabalho
servirdao de base para uso no programa de melhoramento de inhame da UFRB.
Entretanto, devido a falta de informagdes genéticas a respeito da cultura do
inhame em geral, torna-se necessario, para um melhor entendimento da
variabilidade genética dessas espécies e melhor esclarecimento sobre a relacéao
desses grupos taxonémicos, mais estudos de diversidade, com um numero maior

de marcadores de DNA.
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PROTOCOLO PARA EXTRAGAO DE DNA DE TUBERAS TROPICAIS (MINI-
PREP) - Extragao de DNA inhame (Kamal Sharma et al. 2009)

Solugao tampao de extracao

Solucgdes reagentes [ ] Final V; Final 100 mL
CTAB 10% 2,0 % 20,0 mL
NaCl5 M 20M 40,0 mL
Tris HCI 1M pH 8,0 0,1 M 10,0 mL
EDTA0,5M 0,02M 4,0 mL
2-mercaptoetanol 2,0 % 2,0mL
PVP (Polivinilpirrolidona) 2,0% 209
H20 de milli-Q q;s;p; 100,0 mL

*

adicionar na hora da extracdo de DNA (20 pL de 2-mercaptoetanol/1mL de
tampéao).

OBS.: Todas as solucdes devem ser preparadas na hora da extragao

Procedimento
1. Coletar as folhas das plantas, de preferéncia jovens e saudaveis, evitando-
se areas atacadas por pragas e doencas; No ato da coleta envolver as
amostras em recipiente que as protejam da luz para evitar a fotossintese e a
producao de metabolitos secundarios; Elas deverdo permanecer no escuro de

12 a 18 horas até a hora da extracdo de DNA;

Extragcdo de DNA:

2. Pesar 300 mg do tecido vegetal, usar almofariz na presenca de nitrogénio
liquido, macerar o tecido usando micro-pistilo;

3. Adicionar 1,0 mL da solugdo tampao de extragdo previamente aquecida
(65°C); Macerar novamente na presenca do tampao na capela e esperar a

mistura adquirir a forma liquida;
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4. Transferir a mistura liquida com auxilio de uma espatula, para microtubos
devidamente identificados (eppendorf 2,0 mL); Adicionar 5,0 uL de proteinase
K (10 mg mL™);

5. Colocar as amostras na estufa 37°C por 30 minutos, homogeneizar a cada
10 minutos;

6. Retirar da estufa e incubar os microtubos em banho-maria a 65°C/30

minutos, homogeneizar a cada 10 minutos;

7. Centrifugar 8.000 g (9.000rpm)/10min;
8. Retirar o sobrenadante e transferir para novos tubos (eppendorf 2,0mL);
9. Adicionar igual volume coletado a solugao [fenol: cloroférmio: alcool-

Isoamilico (25: 24: 1)], e misturar cuidosamente (30 a 40)X;

10.  Centrifugar 8.000 g (9.000 rpm)/10min;

11. Coletar o sobrenadante e transferir para novos tubos devidamente
identificados (eppendorf 2,0 mL);

12.  Adicionar ao sobrenadante 200 uL tampao (NaCl 2,0M + PEG 4%) misturar
por inversao;

13.  Incubar as amostras durante 15 min; 4°C;

14.  Centrifugar 9.000g (8.680 rpm)/10min;

15.  Retirar o sobrenadante e transferir para novos tubos (eppendorf 1,5 mL)

16.  Adicionar alcool Isopropilico (gelado), equivalente a aproximadamente 2/3
do volume coletado;

17. Pescar o DNA com auxilio de uma ponteira e transferir para novos tubos
(eppendorf 1,5 mL);

18. Lavar o pellet duas vezes com o tampao de lavagem [Acetato de ambnio
15 mM + Etanol 75% + TE(Tris-HCI 10 mM pH 8,0 + EDTA 1 mM pH 8,0)];

19.  Secar o pellet em temperatura ambiente (para remogao do etanol);

20. Re suspender o pellet (50-70) uL de tamp3o [TE + RNAse (10 mg ml™)];

21. Incubar na estufa 37°C durante 60 minutos;

22.  Conservar a solugao estoque a -20°C.

Os tubos e ponteiras contaminados com fenol cloroférmio devem ser descartados

em recipiente apropriado.
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Matniz de distincia genélica, indice Coincidéncia Simples.
Apssscs BGINSY BGNSE BGNESZ BGINGD BGINGT BGNSZ BGINSE BGING4 BGINGS BGINSE BGINST BGINSE BGINTOT BG IN10E BGINTI0 BG INT12 BG N113BGINTISBG INTIEBGINTIT BGINT1E BGIN120 BG N125 BG N126 BGINTZ2S BGIN130 BG N132 BG IN123 BGIN125 BGIN13E BGIN1ZT
BGINES 0035 00078 00233 00315 OD00B5 0034 003 00427 00313 00397 00315 0102 00992 03465 0203 00435 0225 03036 00732 0375 03504 036% 02066 00500 0055 0062 0001 0084 00560 00709 01630

BEINST 00424 00585 00678 00451 00588 OQET2 00841 0078 00776 O00E84 01495 01261 03896 02041 Q0877 02162 03107 01239 03945 0223 02143 03113 0080 00783 00885 (00762 0087 0057 0024 01875
BGINSS 00133 00208 00162 002% 0018 00274 00191 00323 00122 00758 0094 O0,%3% 03188 0035 0255 02309 00092 03716 0372 03578 03192 00825 0QS85 00746 00202 00840 00592 0057 04333
BGINSY 005 0023 004 00220 00420 00331 00403 00233 00791 00909 03565 03182 0051 02606 03284 04172 03758 023615 03546 03333 00853 00785 00963 01138 00743 00885 00733 01389
BGINSO 00244 0014 00138 00075 00138 00423 0014  0QEEZ 00809 037 0288 Q061 0237 03465 01159 03955 03701 03762 03178 00938 00867 008X 01074 00838 00576 00638 01387
BGIN91 00161 00242 00357 00244 00496 00246 00991 01026 03918 03097 00583 02393 03486 0094 04087 03805 03824 02783 00574 00333 00484 0101 00417 00417 00482 0,453
BGIN92 00283 00242 00171 0063 00171 00671 01138 04143 03418 00584 02934 03774 01706 04086 03828 03818 03635 00853 00759 0087 01074 00925 00819 00857 01539
BGIN93 00209 00112 00457 00113 00723 0125 030972 02333 00584 02857 073563 01628 0230920 03769 02818 0738 0093 00816 00889 (122 00971 00925 (0004 01579
BGIN94 0018 00303 0018 002 0087 03741 0302 00784 02767 03826 04779 03962 03782 0398 03667 01017 O008TE 009TE 00721 0,103 00982 00984 01242
BGIN9S 00517 00000 00545 01132 038920 03291 00849 02857 073822 01637 02052 03721 03853 03603 00938 00816 00896 01148 00977 0093 (0002 01529
BGIN9S 0052  0p4ed 00577 03381 0203 00467 02727 0383 01786 0372 03622 03551 0,381 00952 00833 01061 00486 01053 01008 01098 01198
BGINST 00549 01138 03957 03312 00654 02874 03544 01637 02076 0375 073889 0,335 0,045 00822 00902 01157 00925 00877 00857 01479
BCIN9S 00584 03286 03219 01138 029 03784 02264 033 03720 03654 038 01552 01343 01630 00818 01543 015 (1483 00943
BGINIO1 026% 02785 01042 02819 03521 (1765 03154 03689 0343 03194 0125 00942 0127 00439 01282 01420 01458 0,098
BGINI0E 00867 03083 00882 01349 02388 0,1288 04792 04333 0,372 03628 03559 03551 02766 03623 03603 0374 03037
BGINI10 02826 002 01944 02171 01933 04828 0483 038 0307 03077 03089 0243 03260 0,324 03384 03182
BGINI12 02416 03551 00738 03798 02932 03619 02979 00887 O00S67 00744 01081 00861 00861 00915 01565
BGINI12 04753 01862 02138 04836 04508 03636 02603 02536 02441 0238 02849 02761 02874 02292
BGINI15 02003 02 04174 03895 0411 0326 03411 03445 03423 03798 0,3782 0375 04065
BGINI 16 03537 0384 03942 02049 00884 04071 00781 01453 (1528 01420 01345 01988
BGINI17 0450 04355 04118 03884 043 04177 0355 04167 040% 0388 034%
BGINI18 01327 04% 03478 03838 02802 03113 04127 0408 04083 03982
BGINI2D 044 02271 03905 02042 03021 03962 03062 03883 0375
BGINI2S 02759 02878 0272 02091 0,339 03228 0334 03503
BGINI2E 00334 004  OQESE (0535 (0063 00703 01482
BCINI29 00076 00756 00139 00282 00411 01084
BGINI30 00848 00303 00308 00372 0124
BGINI 22 00992 00292 004 00763
BEINI33 00115 0171 00819
BGINIIS 00058 0071
BCINI 3% 0,064

Matriz de distancia genélica, indice de Jaccard.

Apezzoz BGINBT BGINBS BG NS32 BGINGD BG N91 BG N2 BGN® BGING4 BGINGS BGINGS BGINGT BG NIB BG N101 BGINIOS BGINTI0 BG INT12 BGINT113 BG INT15 BG INI16 BG INI1T BG N118 BGIN120 BGIN12Z5 BGINIZE BG N12 BG IN130 BGINI3Z BGINI33 BGINI3S BG N136  BGINI3T
BG N85 00784 00164 00452 0065 0017 0.0820 00835 00877 00845 00862 00845 02905 02034 05545 04789 00877 03750 04928 04343 05769 05541 05902 04867 019071 01129 01231 0191 04212 0.1094 01343 03175
BG NET 00208 01250 01404 0092 0427 04379 Q473 04404 01698 01404 03007 02842 05206 05085 04786 03810 OQ50T® 02295 (QB232 0540 0540 05000 01538 09887 0.1818 01702 0.1685 01695 0.1833 0.3750

BG NE8 0020 00448 003% 00X8 00400 00580 00405 00714 00405 01618 02000 05714 05416 00735 04222 Q5227 04807 05720 05782 Q5736 05000 04342 04409 0.1471 0.1%64 01282 01169 04125 0.2687
BG N&g 0073 0.0667 00857 00884 Q029 00704 00896 00704 01662 04940 05894 05185 01077 Q422 05301 Q2152 05955 Q5722 05735 05294 Q4TT4 09B1E 0.1884 02458 01487 01370 01447 0.2857
BG NSO 00500 00303 00204 0061 00299 00922 00209 01475 04746 05797 04737 04250 02951 05500 02433 06092 05803 05942 Q5062 04905 04343 01618 02281 04250 01143 01233 0.2794
BG N91 00383 0050 00741 00509 01053 00509 02076 02143 08230 05000 01186 03944 05429 Qf802 05104 05733 06094 04507 01207 00702 00584 02157 00807 0.0807 00852 0.2881
BG NS2 0.0610 00526 00370 01410 00370 01467 02466 05444 05510 04200 04757 05882 021 0620 05804 05816 05577 04719 04571 01642 oz 01839 0.1628 01685 0.3085
BG N53 00641 00244 00026 00244 0458 02400 06222 054068 04216 04660 05644 02887 0BS5S O05STES 05916 05524 01875 (0644 04714 02542 01810 01818 04758 0.3140
BG N4 00385 00676 0.0385 0030 01912 03804 04945 04549 04490 05676 03152 06058 05696 06094 05612 02034 04739 01875 01568 02048 0.1851 01882 0.2564
BG NS5 01139 00000 01184 02400 05111 0336 01333 04615 05545 02887 08055 05714 06000 05524 04505 04644 04739 02414 01810 01818 04758 0.3023
BG N6 01139 0.1159 01364 03803 05111 01045 04539 05038 03297 06040 05823 05938 05612 02034 04765 02121 o177 02189 0.2073 0Z209 0.2587
BG NaT 01184 02400 05111 05306 01333 04615 05545 02867 08055 05714 06000 05524 01305 01644 01739 02414 0.1818 01724 01667 0.294
BG N38 01406 05679 05465 02353 05313 08067 03956 05652 08027 06129 05836 03214 02727 03175 01857 0.3012 02827 0Z824 0.2083
BG IN101 05000 05065 0Z239 04828 05882 03293 05529 06081 05932 05349 0679 02031 02581 o1 02632 02895 02875 02239
BG IN10& 01384 05211 01644 02537 04103 02537 0B8EE 06724 05529 QB1ET 05753 05758 05417 05814 0.5765 05778 0.5395
BG INT10 04756 00513 03457 03750 03537 08914 07258 05700 0.5147 04938 04935 04581 05313 05263 05300 0.5444
BG INT12 04045  05S5BE 04420 05914 05897 05758 Q4884 01833 Q4385 01475 02264 04733 04711 04795 0.2151
BGINT12 03034 03192 03896 (08629 06820 05385 04444 0411 02874 04219 04808 0.4500 04571 0.5408
BG INT15 04688 03523 O0B0Té 05068 QB0B1 0532 (5B 05487 05758 05825 0.5784 05714 0.6384
BGINT1& 05472 05782 05942 04800 01875 04948 01449 02833 02766 0.2609 02421 0.3887
BG INT1T 0ET4T  0EBTES 06000 06104 0B129 08191 L) 08250 08081 0.5882 0.5773
BGINT1& 02600 08405 05556 05823 0.5926 05397 08047 0.8000 05877 06282
BG IN120 08471 05738 08308 08308 05577 08000 0.8000 05816 0.6290
BG IN125 04706 04634 04416 03075 05243 0.5000 05143 0.5612
BG IN126 00882 0.1035 01833 01270 01270 0.1406 0.3051
BG INT22 00164 01658 00294 0.0588 00833 0.2206
BG IN130 01887 00597 0.0615 00735 0.2500
BG IN132 02034 0.2034 02034 0.1800
BG IN133 00244 00353 01750
BG IN135 o021 0.1539

BG IN136 0.1358



Continuacao

Acessos BG INST BGINSE BGINSS BGINSD BG INS1

BG N&5
BG N&T
BG NEB
BG
BG N2
BG N31
BG N%2
BG N33
BG N34
BG N2&5
BG NS5
BG NsT
BG N3
BG N101
BG N108
BG N110
BG N112
BG N112
BG N115
BG N11&
BG N117
BG N118
BG N120
BG MN125
BG MN128
BG N129
BG N130
BG N132
BG N132
BG N13&
BG N13&

0.0400

00082
00485

BEINE?7 EGINEE

ooLE

0.0me
o7

00252
00853
00148

00338  0.00%0 0.0427 0.0327 0.0458 00332
00740 0.0501 0.0823 00726 00835 00740
00229 0.0171 0.0282 0.0204 00285 00207
00379 00345 00447 00358 00475 00383
00281  0.0154 0.014%9 0.0081 00182

0.0188 0.0256 0.0385 00261

0.0314  0.0270 00188

0.0331 00123

00158

BGINEZ BGINSD BGINSL BGINSZ BGINS3  BEINSA

O01LE
00303
00067

00150
00351
00105
00175

0.0043
00230
00082
00164
00124

LT
Q.85
LLEL
oo
0.0
0.00EL

Q.0LSE
00848
00085
Qme7
00082
oozz
o043

Q.02LE
00433

Matiiz de distancia genéfica, indice de Ochiai.

0.0584  0.0000

Malnz de distincia genéiica, indice de Sokal e Sneath

0.0554

0.1161
0.1818
0.0858

BGINSZ BG INS3 BG INS4 BG INSE BGINSS BG NST BG INSE BG IN101
0.0447  0.0332
0.0827  0.0740
0.0354  0.0207
0.04688 0.03683
0.0479  0.0152
0.0554  0.0281
0.0742 0.018%9
00533 00123
0.0344  0.0156

01107
01514
01071
01050
00240
01172
01358
01328
01032
01328
00724
01328
00748

BG IN108 BG IN110 BGIN11Z BGIN113 BG N115 BGIN116 BG N117T BG IN118 BG IN120 BG N125 BG IN128 BGIN123 BGIN130 BGIN132 BGIN132 BG N135 BGIN138 BG IN13T

0.3832
0.4552
0.3559
0.3380
0.4080
0.4522
0.4754
0.4516
0.4188
0.4400
04083
0.4400
0.2851
0.3270

02138 00455
03382 00985
0.3430 00381
03486 00568
02059 00887
03326 00827
0.2800 00635
03702 00647
03280 00835
03809 00713
03406 00545
02809 00713
03744 01325
03334 01235
00724 0381

02108

0.2274 03268
0.2280 02402
0.2640 03532
0.2696 03599
0.242% 0372
0.2427 03724

00712 0.4042
0.1282 04528
0.0288  0.4013
0.1200 0.4238
0.1134 04375

0.2825
0.2675
0.4080

0.4172
0.2708
0.4005
0.4005

0.2559
0.2275
0.2302

005564
00832
00658
00870
0.1040
00839
0.0z24
01023
01126
01040
01132
0.1040
01912

01052
00881
0.1054
01372
01252
01168
0.1259
01407
00832
01331
0oa1T
01331
01058
[Xe=:2]
03873
02858
0.125%
02881
04021
01802
04208
03588
02840
03254
00280
00204
01010

0.0840
0.0912
0.0884
0.0785
0.0854
0.0417
0.1012
0.1056
01141
0.1058
0.1203
0.0559
0.1783
0.1487

BGINSS BGINSS BGINST BEINSE BGINLOL BGINIOE BGINLLO BGINILZ BEINU3 BGINLIS BGINLIS BGINLIT BGINLLE BGINI20 BGINIZS BGINLZE BGINL2S EBGINI3D BGINISZ BGINIS3
0.1268  QI7E0  O.O8BD
0.1212 0183 00650
0148 OISR 00523
0.14%6 01964 Q0623
0.1345 Q2% 00615
0.135% QXU 0053
01715 0Z3IF 00833

00158
00351
00087
00168
0.0070
00124
0.0065
0.0057
0.0081

00202
0.0404
00154
00206
00215
00254
00328
00234
00154
00365

0.0L60
0.0854
0.0057
0.0170

LT3
Q.0B06
o
iz
0m5
ooszL
o.ma7

o2z
00573
0ms3
aM7e
omzz
0.sa1
0.06504
00555
o.os
0.0500
omsT
00504
a0l

02085
02367
0232
02169
02297
02436
02613
02478
02301

01717
01724
01887
01882
0.1662
0.1853
02061

00222
00455
00178
00262
00315
0.0305
0.0301
0.0301

02308
02457
032382
02314
0.2455
02565
02576
0z434
02471

032124
01330
032385
02207
021
02350
02367
023z
02332
032385
02432
02308

02322
01864
02173
02155
02315
032364
02360
02360
02484
02385
02159
02414
02385

Matrizes de distancia genética entre acessos de inhame.

L.L.-=8
Qms7
LT

Q.O2ES
0007
0855
Q009
045
Q.07
0.5
0.mzs
Q0458
o.m2s
0m3s

0.0320
00463

01574

Q.05

00472
00385
00472

00331
00455
00335
00386
00330
00213
00455
00511
0.0543
00514

DO5TE
00912
00819
00731

BE

0.07T12
00831
0.0881
0.0774

01874
[lers ]
01529
01656
01805
0.1683
01818
01853
01482
01788

00661
0.mBsT
om27
O.0BE8

100
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BG N85
BG INET
BG IN88
BG INg2
BG NS0
BG N1
BG INS2
BG IN92
BG N34
BG NS5
BG IN9G
BG INST
BG N8
BG IN101
BG IN108
BG IN110
BG IN112
BG IN113
BG IN115
BG IN116
BG IN117
BG IN118
BG IN120
BG IN125
BG IN125
BG IN122
BG IN120
BG IN132
BG IN133
BG IN135
BG IN126

Acessos
BG INEE
BG INET
BG IN2B
BG INES
BG INS0
BG INg1
BG INS2
BG INS2
BG IN94
BG INS5
BG IN9&
BG INST
BG INSB
BG IN101
BG IN102
BG IN110
BG IN112
BG IN112
BG IN115
BG IN118
BG IN117
BG IN118
BG IN120
BG IN125
BG IN128
BG IN129
BG IN120
BG IN122
BG IN132
BG IN135
BG IN128

00000

10,0000
10,0000

0.0000
0.0000
0.0000

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

00000
00000
00000
00000
00000

10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000

Matniz de distincia genélica, indice Jaccard.

Acessos BGINET BGINSE BGING? BGINS0 BGIN BGINGZ BGINS3 BGINS4 BGINSS BGINSG BGINST BGINSE BGINI01T BGIN108 BG IN110 BGINTIZ BG IN113 BG IN115

10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000

0.5558
0.5558
0.5000
0.5558
0.5000
0.5000
0.5000
0.8250
0.5558
0.5000
0.5000
0.5000
0.5000
0.5558

0.1250
0.1250
0.2000
0.1250
0.2000
0.2000
0.2000
01428
0.1250
0.2000
0.2000
0.2000
0.2000
0.1250
0.8000

01250
01250
01250
01250
01250
01250
01250
01428
01250
01250
01250
01250
01250
01250
0.5000
00000

0.2500
0.2500
10,4000
0.2500
10,4000
10,4000
10,4000
0.2857
0.2500
10,4000
10,4000
10,4000
10,4000
0.2500
0.5558
0.1250
0.1428

0.5833
0.5833
0.5833
0.5000
10,4000
10,4000
04444
0.3333

102

BG IN116 BGIN11T BG IN118 BG IN120 BG IN125 BGIN126 BG IN129 BG IN130 BGIN132 BG IN133 BG IN135 BG IN126 BGIN137

0.2500
0.2500
02222
0.2500
02222
02222
02222
0.2857
0.2500
02222
02222
02222
02222
0.2500
0.5558
03333
01428
04444
0.6364

Matriz de distancia genética, indice Qchiai.

05714
05714
0.5000
05714
0.5000
0.5000
0.5000
05714
05714
0.5000
0.5000
0.5000
0.5000
05714
03333
08250
0.5000
05714
02857
05714

0.8231
0.8231
0.8231
0.8231
0.8231
0.8231
0.8231
0.8231
0.8231
0.8231
0.8231
0.8231
0.8231
0.8231
1.0000
0.9M67
0.9M67
0.20%1
0.9M67
0.20%1
08889

BGINET BGINBE BGINS2 BGINS0 BGINS1 BGINSZ BGINS2 BGINSG BGINSS BGINSS BGINST BGINSE BG N1 BG IN108 BG IN110 BGIN11Z BG IN112 BG IN115 BG IN116 BGIN117 BG IN118

00000

10,0000
10,0000

0.0000
0.0000
0.0000

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

00000
00000
00000
00000
00000

10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000

10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000
10,0000

0086
0086
0086
0086
0086
0086
0086
00742
0086
0086
0086
0086
0086
0086
03333
00000

0.1240
0.1240
0.2441
0.1240
0.2441
0.2441
0.2441
0.1548
0.1240
0.2441
0.2441
0.2441
0.2441
0.1240
02828
0.0846
0.0742

0.3319
0.3319
0.4107
0.3319
0.4107
0.4107
0.4107
02828
0.3319
0.4107
0.4107
0.4107
0.4107
0.3319
0.2441
0.2441
0.2783
0.1835

0.1240
0.1240
0.1181
0.1240
0.1181
0.1181
0.1181
0.1548
0.1240
0.1181
0.1181
0.1181
0.1181
0.1240
02828
0.1382
0.0742
0.2857
0.4557

03333
03333
03333
0.4000
01835
04523
03282
03878
01867

0.8571
0.8571
0.8571
0.8571
0.8571
0.8571
0.8571
0.8571
0.8571
0.8571
0.8571
0.8571
0.8571
0.8571
1.0000
0.8457
0.8457
0.8310
0.8457
0.8310

0.7143
0.7143
0.7143
0.7143
0.7143
0.7143
0.7143
0.7143
0.7143
0.7143
0.7143
0.7143
0.7143
0.7143
0.8000
0.6867
0.6867
0.6867
0.6867
0.8333
0.6867
0.2000

07143
07143
07143
07143
07143
07143
07143
05000
07143
07143
07143
07143
07143
07143
08571

07143
07143
07143
08750
08571

068867
1.0000
0.3000

02750
02750
03333
02750
03333
03333
03333
04286
02750
03333
03333
03333
03333
02750
05667
04444
02857
05558
073
01428
07142

08332
08571

0.2500
0.2500
02222
0.2500
02222
02222
02222
0.2857
0.2500
02222
02222
02222
02222
0.2500
0.5558
0.3333
0.1428
04444
06264
0.2500
0.5714
0.20%1

08387
07142
0.1428

0.2500
0.2500
02232
0.2500
02232
02232
02232
0.2857
0.2500
02232
02232
02232
02232
0.2500
0.5556
03333
01428
04444
0.6264
0.2500
05714
02091

0.6867
0.7143
01428
0.0000

0.5000
0.5000
04444
0.5000
04444
04444
04444
0.5000
0.5000
04444
04444
04444
04444
0.5000
0777e
05558
0.4288
068867
08182
0.5000
05714
0203

068867
05000
0.4288
02857
02857

04556
04556
04556
0.5000
05000
05455
04444
05284

0.5000
04286
03167
07142
07142
04444
03333
03333
01428

0.4286
0.4286
0.4286
0.4286
0.4286
0.4286
0.4286
0.5000
0.4286
0.4286
0.4286
0.4286
0.4286
0.4286
0.7500
0.3333
0.3333
0.5000
08387
0.5000
10,6000
0.8750
0.5000
0.8333
0.5000
0.3333
0.3333
10,0000
0.1867

05714
02091
0.6867
0.7143
0.3750
0.2500
0.2500
0.0000
0.1250
0.0000

0.4000
0.4000
0.4000
04444
07000
0.5000
03750
05000

04444
05714
0203
068867
07143
03750
02500

0.0000
0.1250
0.0000
0.0000

BG IN120 BG IN125 BGIN126 BG IN129 BG IN130 BGIN132 BG IN133 BG IN135 BG IN126 BGIN137

0.5528
0.5528
0.5528
0.5528
0.5528
0.5528
0.5528
0.5528
0.5528
0.5528
0.5528
0.5528
0.5528
0.5528
0.8485
04836
04836
04836
0.5000
0.8838
0.5000

05528
05528
05528
05528
05528
05528
05528
04237
05528
05528
05528
05528
05528
05528
0.7500
05528
05528
05528
077es
07418
0.5000
1.0000

02094
02094
01835
02094
01835
01835
01835
02441
02094
01835
01835
01835
01835
02094
04528
02783
01548
02828
058528
00742
05286
08110
05838

0.1240
0.1240
0.1181
0.1240
0.1181
0.1181
0.1181
0.1548
0.1240
0.1181
0.1181
0.1181
0.1181
0.1240
02828
0.1282
0.0742
0.2857
0.4557
0.1428
02878
0.8310
04836
0.5528

0.1240
0.1240
0.1181
0.1240
0.1181
0.1181
0.1181
0.1548
0.1240
0.1181
0.1181
0.1181
0.1181
0.1240
0.2828
0182
0.0742
0.2857
04857
01428
03878
0.8310
04836
0.5528
0.0742

03239
03239
0Z7e3
03239
0Z7e3
0Z7e3
0Z7e3
03239
03239
0Z7e3
0Z7e3
0Z7e3
0Z7e3
03239
06349
032828
02997
0.5000
08838
03333
03878
08310
04828
04237
02997
0.1867

03319
03319
02808
03319
02808
02808
02808
02828
03319
02808
02808
02808
02808
03319
04286
02750
02857
0.4855
04561

03319
026857
08457
058528
058528
02783
01282
01282

0.2957
0.2957
0.2957
0.2957
0.2957
0.2957
0.2957
032852
0.2957
0.2957
0.2957
0.2957
0.2957
0.2957
10,6000
0.2000
0.2000
032852
0.4229
032852
04227
0.7784
02209
07113
032852
0.2000
0.2000
10,0000

0.2783
0.2783
0.2481
0.2783
0.2481
0.2481
0.2481
0.3239
0.2783
0.2481
0.2481
0.2481
0.2481
0.2783
0.5371
03319
0.2285
0.4286
0.5318
0.2857
03878
0.8310
04836
0.5528
0.2285
01428
01428
0.0000
0.0848

0Z7e3
0Z7e3
02441
0Z7e3
02441
02441
02441
03239
0Z7e3
02441
02441
02441
02441
0Z7e3
0537
03319
02285
0.4288
05218
02857
03878
08310
04828
05528
02285
0.1428
0.1428
0.0000
00848
0.0000
0.0000
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(Acessos BGINST BGINGS BGINSS BGINS0 BGINS1 BGINGZ BGINS3 BGINSS BGINSS BGINSS BGINGT BGINSE BGIN101 BGIN10S BGIN1TI0 BGIN1TIZ BGINTI3 BGIN11S BGINTIE BGINTIT BGINT1S BGIN120 BGIN12S BGIN12E BGIN122 BGIN130 BGIN132 BGIN133 BGIN135 BGIN136 BG N137
00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 02832 00478 00478 00952 02832 00952 03333 06316 05000 03846 01428 00952 00852 02105 02381 041765 01805 018205
0.0000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 02632 00478 00952 02832 00952 03332 06316 05000 03848 01422 00952 00952 02105 02331 01785 01905 01905

0.0000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 Q0000 00000 00000 00000 02381 01304 01732 03333 00870 0285 06316 05000 03846 01304 00870 00870 01905 02174 01785 01738 01738

0.0000 00000 00000 00000 00000 00000 OO0ODD OQO0DD OO00D OODDD 02832 00478 02632 032333 06216 05000 03846 01420 00952 00952 02105 02331 01905 01905

0.0000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 02331 01204 03333 57 06218 05000 03846 01204 00870 00870 01205 02174 01732 01739

00000 00000 00000 00000 00000 00000 OOQO0O0 Q0000 02381 0.1204 03333 06316 05000 03846 01304 00870 00870 01905 02174 01732 01739

0.0000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 02381 01304 03333 08316 05000 01304 00870 00870 01905 02174 01739 01739

00000 00000 00000 00000 00000 00000 02841 02941 08316 05000 01572 01053 01053 02105 02632 02105 02105

00000 00000 00000 00000 00000 02832 02632 08316 05000 01422 00952 00952 02105 02381 01905 01905

00000 00000 00000 00000 02281 03333 08316 05000 01304 00870 00870 01905 02174 01739 01739

00000 00000 00000 OD2381 03333 0g31e 05000 01304 00870 01205 0217 01739 01739

00000 00000 02331 03333 08316 05000 01304 00870 01205 02174 01732 01739

00000 02231 03333 08316 05000 01304 00870 00870 01905 02174 01739 01739

03632 03632 08316 05000 01429 00252 00952 02105 02381 01905 01905

BG IN103 01205 08471 05000 02857 02381 02331 03333 03333
BG IN110 0.120% 5790 0.4000 01304 01304 02174 02174
02105 0.4000 00478 00476 01428 01429

01429 05263 04000 01738 01738 02602 02809

08471 05000 03333 03333 04286 04286

05262 05000 00870 00870 01739 01739
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02857 02857
05263 05263

02857 02857
05263 05263
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03845 03846 03845 038546
00435 00435 01304 01304
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0.0000

[Acessos BGINET BGINBE BGINBD BGINS0 BGINS BGINSZ BGIN22 BGINZS BGINSS BGNDE BGINST BGINSE BGIN101 BGIN10E BG IN110 BG IN112 BG IN112 BGIN115 BG INT118 BG IN117 BG IN118 BGIN120 BG N125 BG INI28 BG IN129 BG IN120 BGIN122 BG IN122 BG IN125 BG IN128 BGIN127
BG INB5 00000 00000 00000 00000 00000  0.00D0  D.0000 0.0000 00000 00000 00000 00000 OQOOD0 032848 00857 00887 0.1429 0. 0.8571 05558 05558 02208 01429 01420 02332 03322 02727 02857 02857
BG INET 0.0000 0.0000 0.0000 00000 0.0000 0.0000 0.0000 00000 0.0000 0.0000 0.0000 00000 03846 008687 00887 01429 03333 01429 04000 0.8571 05558 05558 02308 01429 014259 03333 03333 02727 02857 02857
BG INEE 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 02332 01785 0.0867 02500 04118 0.1250 0.3333 0.8571 05556 05556 0.2000 0.1250 0.1250 02857 0.2841 0.Z7Z7 02500 02500
BG INED 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 02846 00887 00887 01429 032332 0.1429 0.4000 0.8571 05556 05556 0.2208 0.1429 0.1429 0323323 0.233323 0.Z7Z7 02857 02857
BG IN2O 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 02332 0.1785 0.0867 02800 04118 0.1250 0.2232 08571 0.5558 0.5558 0.2000 0.1250 0.1250 02857 0.2841 02727 02500 02500
BG IN21 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 02332 0.1785 0.0867 02800 04118 0.1250 0.2232 08571 0.5558 0.5558 0.2000 0.1250 0.1250 02857 0.2841 02727 02500 02500
BG IN22 0.0000 0.0000 00000 00000 00000 00000 OQOODD 02232 01785 00867 02500 04118 01250 02322 08571 05558 05558 02000 01250 01250 02857 02341 02727 02500 02500
BG INS2 0.0000 00000 00000 00000 00000 OQOOD0 04545 00722 007E2 01887 032848 01887 04000 08571 05555 04286 02727 01887 01887 02332 03346 0.3332  0.2333  0.3333
BG INS4 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 00000 03846 008687 00887 01429 03333 01429 04000 0.8571 05558 05558 02308 01429 014259 03333 03333 02727 02857 02857
BG INSE 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 02332 01785 0.0867 02500 04118 0.1250 0.3333 0.8571 05556 05556 0.2000 0.1250 0.1250 02857 0.2841 0.Z7Z7 02500 02500
BG INSE 0.0000 0.0000 0.0000 02332 01785 0.0867 02500 04118 0.1250 0.3333 0.8571 05556 05556 0.2000 0.1250 0.1250 02857 0.2841 0.Z7Z7 02500 02500
BG INST 0.0000 0.0000 02332 0.1785 0.0867 02800 04118 0.1250 0.2232 08571 0.5558 0.5558 0.2000 0.1250 0.1250 02857 0.2841 02727 02500 02500
BG INSE 00000 022332 01785 00867 02500 04118 01250 02322 08571 0555 05558 02000 01250 01250 02857 0.2241 02727 02500 02500
BG IN101 02848 00887 00857 01422 032222 01422 04000 08571 0555 05558 02208 01429 01429 03232 02322 02727 0.2857 02857
BG IN108 04286 03333 038468 02500 03848 02000 10000 06867 07500 0.5000 03848 038468 06384 04286 06000 05385 05385
BG IN110 0.0000 00887 02500 0.2000 04548 08462 05000 05556 02857 02000 02000 03848 03750 0.2000 03333 03333
BG IN112 00762 02857 00762 0.2332 08462 05000 05556 0.1667 00762 00762 027Z7 02857 0.2000 0.2208 02208
BG IN112 02000 02857 04000 08222 05000 05558 02848 02857 02857 05000 04557 0.2232 04288 0.4285
BG IN115 0.4587 01887 08452 05000 OFY7fE 05714 04887 04857 06922 05000 05000 05000 08000
BG IN1168 0.4000 08333 07143 07500 00788 01429 014259 03333 03333 03333 02857 02857
BG IN117 08000 05000 05000 05556 04000 04000 0.4000 02727 04286 04000 04000
BG IN118 01111 1.0000 0.8182 0.83232 08332 08332 028482 07778 0.83232 028223
BG IN120 0eee7 07142 0.5000 0.5000 0.5000 0.5556 0.2232 0.5000 05000
BG IN125 0.7500 0.5556 0.5556 0.4286 0.5558 0.7142 0.5556 05558
BG IN128 0072 00789 02727 02857 02322 02208 02208
BG IN122 0.0000 01887 02000 O0.2000 01423 0.1429
BG IN130 01687 0.2000 0.2000 01423 0.1429|
BG IN132 00782  0.0000 0.0000 00000
BG IN132 0.0909 0.0867 0.0867|
BG IN1256 0.0000 0.0000
BG IN128 0.0000
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Makiz da distincia gendtica, Indice Sokal & Snasath.
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