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DESENVOLVIMENTO DE FERRAMENTAS MOLECULARES E SELECAO
ASSISTIDA POR MARCADORES PARA RESISTENCIA AO VIRUS DO
MOSAICO AFRICANO NA CULTURA DA MANDIOCA

Autora: Catia Dias do Carmo
Orientador: Prof. Dr. Eder Jorge de Oliveira

RESUMO: Este trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar
marcadores do tipo TRAP (Target Region Amplification Polymorphism) na cultura
da mandioca (Manihot esculenta Crantz), bem como selecionar acessos com
genes de resisténcia ao virus do mosaico africano via selecdo assistida por
marcadores (SAM). Foram desenvolvidos e validados iniciadores TRAP com alto
polimorfismo, baixo custo operacional e facil implementacdo. Das 396
combinacgdes, as 69 mais polimorficas foram utilizadas na caracterizacdo de 46
acessos de germoplasma, cujos valores de conteudo de informacgéo polimoérfica e
poder de resolucdo foram maiores que 0,25 e 3,21, respectivamente. Estes
TRAPs estao associados a regides génicas relacionadas a biossintese de amido,
carotenoides, compostos cianogénicos, deterioracao fisiolégica pds-colheita,
formacédo de raizes tuberosas e respostas de defesa. Em relacédo a identificacdo
de fontes de resisténcia ao CMD foram identificados sete acessos que
apresentaram alelos ligados ao gene CMD2. A analise discriminante de
componentes principais (ADCP) das sete fontes de resisténcia ao CMD
juntamente com 17 variedades elite de mandioca indicou a formacdo de trés
grupos de divergéncia, na qual as fontes de resisténcia ao CMD foram alocadas
em dois diferentes grupos. As baixas estimativas de parentesco gendmico
(variacdo de -0,167 a 0,681, média de 0,076), contribuiram para 0 sucesso ha
orientacdo de cruzamentos contrastantes para geracdo de populacdes

segregantes.

Palavras-chave: Marcadores moleculares, Diversidade genética, Selecao

Assistida, Virus do Mosaico Africano, TRAP.



DEVELOPMENT OF MOLECULAR TOOLS AND MARKER ASSISTED
SELECTION FOR RESISTANCE TO CASSAVA MOSAIC DISEASE

Author: Catia Dias do Carmo
Advisor: Eder Jorge de Oliveira

ABSTRACT: This study aimed to develop and characterize TRAP (Target Region
Amplification Polymorphism) markers in cassava (Manihot esculenta Crantz) as
well as select accessions with genes related to the resistance to Cassava Mosaic
Disease (CMD) through marker-assisted selection (MAS). TRAP markers with high
polymorphism, low operating cost and easy implementation were developed and
validated. From 396 combinations, the 69 most polymorphic were used to
characterize 46 germplasm accessions whose polymorphic information content
and resolving power values were greater than 0.25 and 3.21, respectively. These
TRAPs are associated with genic regions related to starch and carotenoids
biosynthesis, cyanogenic compounds, post-harvest physiological deterioration,
root formation and defense responses. Regarding the identification of CMD
resistance sources, seven accessions which presented alleles linked to CMD2
gene were identified. The discriminant analysis of principal components (DAPC)
of the seven CMD resistance sources along with 17 elite cassava varieties
indicated the formation of three divergence groups in which the CMD resistance
sources were divided into two different groups. The low estimates for genomic
relatedness (range -0.167 to 0.681, average 0.076), contributed to the successful

orientation of contrasting crosses to generate segregating populations.

Key words: Molecular marker, Genetic diversity, Marker Assisted Selection,

Cassava mosaic disease, TRAP



INTRODUCAO

Aspectos gerais da cultura da mandioca

A Manihot esculenta Crantz, familia Euphorbiaceae Juss. € uma planta
perene, arbustiva, apresentando de 1 a 3m de altura, com folhas simples pecioladas,
fruto do tipo capsula e inflorescéncia do tipo panicula (Figura 1) sendo a espécie

cultivada® da cultura (Descrigdo detalhada em Rogers 1965).

Figura 1: Aspectos botanicos da espécie Manihot esculenta Crantz. A: Fruto do tipo
capsula; B: Folha simples palmada; C: Manivas e raizes da variedade “BRS
Tapioqueira”; D: Inflorescéncia feminina; E: Inflorescéncia masculina; F: Folhas,

manivas e raizes da variedade “BRS Rosada”.
Fonte: A, B, D e E - Fotografia de C. Gracie, Herbario on line New York Botanical Garden Disponivel
em: <http://sweetgum.nybg.org/vh/specimen.php?irn=980092> Fonte: C e F Embrapa Mandioca e

Fruticultura (Folder de divulgagéo).

! Entende-se por “espécie cultivada” o descrito no Decreto n® 2.519 que promulga a Convengéo sobre
Diversidade Biologica (Espécie domesticada ou cultivada significa espécie em cujo processo de
evolugdo influiu o ser humano para atender suas necessidades).



Amplamente cultivada nos tropicos € propagada vegetativamente
(popularmente por secgbdes do caule denominadas de manivas), apesar de haver
reproducdo sexuada pela presenca de inflorescéncias masculinas e femininas na
mesma planta (monoica) (Figura 1) e polinizagdo cruzada (alégama) devido a
ocorréncia de protoginia (GRANER, 1942) realizada principalmente por abelhas
(SILVA et al., 2001).

No género Manihot sao relatadas 98 espécies (ORLANDIN e LIMA, 2014) das
quais 76 no Brasil (66 endémicas) (CORDEIRO et al., 2014). Ha indicios que a
domesticagcado da espécie cultivada (M. esculenta) ocorreu na América Latina mais
precisamente no sudoeste da Amazdnia sendo levada para o continente africano
pelos europeus e posteriormente ao continente asiatico (CEBALLOS et al., 2004).
No entanto, estudos sobre a origem da espécie cultivada e sobre a filogenia do
género ainda nao foram conclusivos mesmo com a utilizagdo de marcadores
moleculares (CHACON et al., 2008).

Algumas caracteristicas sugerem um metabolismo intermediario C3 e C4 (El
SHARKAWY et al., 1989), comportamento diploide 2n=36 (CARVALHO e GUERRA,
2002) e ampla adaptagcéo a diversas condigdes de clima e solo. Requer baixo
investimento em capital e trabalho, tolera a seca e solos acidos e de baixa fertilidade
e se recupera rapidamente de danos causados por pragas e doengas (CEBALLOS
et al., 2012).

A produgcdo mundial de mandioca no ano de 2013 foi de mais de 276,0
milhdes de toneladas com destaque para a Nigéria, Indonésia e Brasil (FAO, 2014).
No Brasil, a mandioca é produzida de Norte a Sul do pais em diferentes condi¢des
edafoclimaticas com estimativa de 23,4 milhbes de toneladas para 2014 (um
aumento de 10,4% em relagcdo ao ano de 2013) (IBGE, 2014a). O Nordeste
brasileiro possui a maior estimativa de aumento da produgéo para este ano (25,2%)
seguindo do Norte (6,4%), Sudeste (13,6%), Centro-Oeste (8,6%) e Sul (2,2%)
(IBGE, 2014a). O estado do Para se destaca como maior produtor de mandioca (4,7
milhdes de toneladas) (IBGE, 2014b) cuja principal finalidade € a produgao da
farinha de mesa (SANTANA et al., 2010). Em contrapartida, a maior concentracao de
industrias de fécula do pais esta localizada no estado do Parana (FELIPE et al.,
2013) onde a produgao também é expressiva, sendo 4,07 milhdes de toneladas
porduzidas em 2014 (IBGE, 2014b).



Considerando a variedade como um insumo de produgdo, € preciso
desenvolver novos materiais para atender as diferentes exigéncias de mercado.
Variedades para a industria, por exemplo, devem possuir caracteristicas como
produtividade, alto teor de matéria seca e de amido, enquanto para consumo
humano as caracteristicas de cozimento e coloragcdo da raiz sdo mais importantes
(CEBALLOS et al., 2012).

Apesar da forte competitividade brasileira a expansao da cultura da mandioca
esbarra em alguns entraves importantes, como o reduzido tempo de prateleira,
ocasionado pela deterioragao fisioldgica pds-colheita (BORGES et al., 2002), baixa
produtividade em comparagado com o potencial da cultura (FELIPE et al., 2013) e a
baixa resisténcia a pragas e doengas.

O desenvolvimento de variedades com todas estas caracteristicas constitui-se
um grande desafio para o melhoramento da cultura, sobretudo quando associado ao
periodo variavel de floragdo, a baixa producdo de sementes e a alta heterozigose
inerente da cultura (CEBALLOS et al., 2012; FERGUSON et al., 2012). Além disso, a
capacidade de atendimento da demanda por novas variedades € um grande desafio,
principalmente devido ao longo periodo necessario para o desenvolvimento de uma
nova cultivar’, que estd em torno de 8 a 10 anos (OKOGBENIN et al., 2012;
FERGUSON et al., 2012). Neste caso, a utilizacdo de estratégias para agilizar a
selegao de gendtipos com caracteristicas de interesse e/ou direcionar a introgressao
de alelos tem ganhado espago nos programas de melhoramento.

Como o Brasil é considerado o centro de origem e diversidade da mandioca
(OLSEN e SCHAAL, 2001), é crucial que o pais conserve e utilize estes recursos
genéticos para o desenvolvimento de variedades que atendam as expectativas dos
agricultores. Atualmente, o germoplasma de mandioca encontra-se mantido em
colecdes de trabalho e bancos ativos de germoplasma distribuidos em varios paises
e instituicdes. Dentre eles podemos citar o da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria — EMBRAPA com sete bancos de germoplasma de mandioca
regionalizados e mantidos nos principais ecossistemas: Embrapa Cerrados — DF;

Embrapa Clima Temperado - RS, Embrapa Semiarido - PE, Embrapa Amazonia

2 O termo “nova cultivar” é utilizado segundo Lei n® 9.456 Art. 3 (nova cultivar: a cultivar que n&o tenha
sido oferecida a venda no Brasil hd mais de doze meses em relagéo a data do pedido de protecéo e
gue, observado o prazo de comercializagdo no Brasil, ndo tenha sido oferecida & venda em outros
paises, com o consentimento do obtentor, ha mais de seis anos para espécies de arvores e videiras e
h& mais de quatro anos para as demais espécies).



Oriental - PA, Embrapa Amazénia Ocidental - AM, Embrapa Hortaligas - DF e
Embrapa Mandioca e Fruticultura - BA (EMBRAPA/ALELO, 2014). Destaque para
Embrapa Mandioca e Fruticultura com mais de 1.500 acessos em campo e 300 in
vitro, além de uma cole¢ido de espécies silvestres de Manihot com 600 acessos. Em
nivel internacional destacamos o Centro Internacional de Agricultura Tropical — CIAT
na Coldbmbia com 6.592 acessos sendo 5.709 clones de M. esculenta e 883 de
outras espécies do género Manihot mantidos in vitro (CIAT, 2014) e o Instituto
Internacional de Agricultura Tropical — IITA com 3.746 acessos (IITA, 2014). Por outro
lado, a falta de documentagdo e caracterizagdo é apontada por Queir6z (1999) e
Fukuda et al. (1999) como principal entrave na utilizagdo destes recursos genéticos
conservados.

Mesmo com restricdes em relacdo a disponibilidade de informacdes
completas de todo o germoplasma, avangos importantes tem sido alcangados na
exploragédo da diversidade do género Manihot, a exemplo do desenvolvimento das
variedades BRS Kiriris registro no Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento - MAPA n.°10711 (resisténcia a podriddo de raizes e alta
produtividade), BRS Verdinha registro MAPA n.°23265 (adaptada as condigbes de
seca), BRS Tapioqueira registro MAPA n.°23264 e BRS Caipira registro MAPA
n.°23262 (alto teor de amido) langadas pela Embrapa Mandioca e Fruticultura para
fins industriais em distintas regides do Brasil (ARAUJO e ALMEIDA, 2013).

Marcadores moleculares na cultura da mandioca

A caracterizagdo molecular constitui-se uma importante ferramenta para as
atividades de conservacao e melhoramento de espécies. O nivel de analise dos
marcadores moleculares pode ser bioquimico ou acido nucleicos de origem nuclear,
mitocondrial ou cloroplastidial. Caracterizagdo com marcadores de DNA pode ser
realizada em qualquer tecido e/ou estadio de desenvolvimento da planta com
neutralidade fenotipica e, portanto possui grande potencial para auxiliar no processo
de caracterizacdo, selegao de gendtipos e fingerprint molecular de variedades.
Marcadores moleculares de DNA podem ser definidos como um segmento de DNA,
relacionados ou ndo com um fendtipo e que representam diferengcas em nivel de
genoma (polimorfismo). Podem ser classificados segundo a técnica utilizada (PCR
ou hibridizacdo) (AGARWAL et al., 2008), em relagdo ao poder de discriminacado da



frequéncia génica (codominantes e dominante) e ainda de acordo como a
informacgéo alvo (ANDERSEN e LUBBERSTEDT, 2003), a exemplo de:

e Marcadores Randémicos — polimorfismo gerado de forma aleatdria no
genoma nao sendo necessario conhecimento prévio das sequéncias
flanqueadoras;

e Marcadores Gene-alvo — polimorfismo gerado dentro de genes;

e Marcadores Funcionais — derivados de polimorfismo nos genes com relagao
comprovada entre a variagdo do gendtipo e o fendtipo expresso.
Caracteristicas desejaveis a qualquer tipo de marcador molecular incluem:

polimorfismo e distribuicdo uniforme por todo o genoma; geracdo de multiplos
marcadores, independentes e confiaveis; baixo custo e praticidade da técnica;
possibilidade de analise com quantidades de tecido e DNA limitadas; ter ligagdo com
fendtipos distintos e ndo requerer informagao prévia sobre o genoma do organismo
(AGARWAL et al., 2008).

Especificamente na cultura da mandioca, os marcadores moleculares
baseados no DNA tém sido utilizados para conservagao, melhoramento e em
estudos de filogenia das espécies do género Manihot. Na conservagdo e nas
atividades de pré-melhoramento trabalhos de diversidade e variabilidade e de
identificacdo de duplicatas sdo mais proeminentes. No ambito do melhoramento, os
usos se concentram no mapeamento de QTLs relacionadas a rotas importantes para
a cultura, fingerprint de variedades e selegao de parentais.

Um dos primeiros trabalhos relatados sobre o uso de marcadores moleculares
na cultura foi feito por Marmey et al. (1994) para estudo de diversidade genética do
género Manihot com marcadores RAPD (Random amplified polymorphic DNA) e
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Apds, o uso conjunto de
marcadores RFLP e RAPD, microssatélites e isoenzimas (FREGENE et al., 1997), e
marcadores AFLP (Amplified fragment length polymorphism) (FREGENE et al., 2000)
marcam a primeira utilizacdo de marcadores moleculares na construcdo de mapas
genéticos na espeécie cultivada.

Marcadores moleculares randémicos ainda foram utilizados para avaliar a
relacdo entre espécies do género Manihot por marcadores AFLP (ROA et al., 1997) e
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) (SILVA et al., 2011) e na detecgdo de
variabilidade em etnovariedades (MUHLEN et al., 2000) e acessos elites de

mandioca (VIEIRA et al., 2010), assim como na caracterizacdo de colecdes de



germoplasma (MARMEY et al., 1994; COLOMBO et al., 2000; CARVALHO e
SCHAAL, 2001; COSTA et al., 2003; ZACARIAS et al., 2004).

Microssatélites foram utilizados na cultura da mandioca para a identificacéo
de duplicatas em cole¢des (CHAVARRIAGA-AGUIRRE et al., 1999; MOURA et al.,
2013), analise de diversidade de germoplasma (SIQUEIRA et al., 2009; BANG et al.,
2011; MEZZETE et al., 2013), e mapeamento genético (OKOGBENIN et al., 2006;
WHANKAEW et al., 2011). Ainda em relagdo ao mapeamento da cultura foram
desenvolvidos e mapeados 127 microssatélites oriundos de bibliotecas enriquecidas
(MBA et al., 2001) utilizados posteriormente no mapeamento da resisténcia ao
mosaico africano (AKANO et al., 2002) e na caracterizacdo de etnovariedades
(SARDOS et al., 2008).

Por outro lado, com o sequenciamento do genoma de M. esculenta
(PROCHNIK et al., 2012) aliado ao uso da bioinformatica é possivel desenvolver
novas ferramentas moleculares ainda limitadas para a cultura da mandioca com
ampla cobertura gendmica. Ademais, até o presente momento, 86.310 sequéncias
expressas (Expressed Sequence Tag — ESTs) foram anotadas em bancos de dados
como NCBI National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nim.nih.gov)
relacionadas a diversas rotas metabdlicas (NCBI, 2014) importantes para o
melhoramento da cultura e possibilitando o desenvolvimento de marcadores
relacionados a genes candidatos. Com base em sequéncias expressas podemos
citar o desenvolvimento de microssatélites (LOKKO et al., 2007) e SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism) (FERGUSON et al., 2012) relacionados a tolerancia a
seca; e a mineragao de regides contendo microssatélites em mandioca realizadas
por Tangphatsornruang et al. (2008), Raji et al. (2009) e Zou et al. (2011) em
bibliotecas de ESTs com uso de ferramentas da bioinformatica. Partindo dessa
estratégia, a obtencdo de marcadores possui um menor custo, pode ser feita de
maneira rapida e com selegcdo prévia dos iniciadores alvo em regides que
apresentam maior polimorfismo. Neste sentido, o desenvolvimento de marcadores
relacionados a genes candidatos é proposto pela técnica Target Region Amplification
Polymorphism - TRAP (HU e VICK, 2003), até entdo nao relatada para a cultura da
mandioca.

Na cultura da mandioca, os marcadores moleculares também tém sido
utilizados na Selecao Assistida por Marcadores moleculares (SAM), sobretudo para
a selecado de genotipos resistentes ao virus do mosaico africano (OKOGBENIN et



al., 2007, 2012; RIBEIRO et al., 2012, RABBI et al., 2014) e ao acaro verde (BLAIR
et al., 2007). Marcadores utilizados na selegcdo assistida devem estar proximos a
regido de interesse para maior acuracia e minimizacdo da possibilidade de
ocorréncia de falsos positivos por recombinagdo (COLLARD e MACKILL, 2008).
Como o proprio nome sugere, a SAM consiste na selegdo de gendtipos com
caracteristicas de interesse para o melhoramento, de forma indireta com uso de
marcadores moleculares. Ainda permite a piramidacdo de genes, onde se busca

concentrar em um unico genotipo, diferentes caracteristicas de interesse.

Viroses da mandioca

No Brasil, as viroses de maior expressdo na cultura da mandioca sido o virus
do mosaico das nervuras (Cassava vein mosaic virus), mosaico comum (Cassava
common mosaic virus) e o couro de sapo (Cassava frogskin disease). O mosaico
comum é transmitido pelas estacas utilizadas na reproducdo comercial da espécie
ou por inoculagdo mecanica do virus (CALVERT et al., 1996). O controle pode ser
feito com a eliminacao das plantas com sintomas da doenca. Em relacdo ao mosaico
das nervuras, este ocorre principalmente nas regides semiarido do nordeste
brasileiro com sintomas esporadicos e geralmente menos aparentes no final do ciclo
de crescimento (CALVERT e THRESH, 2002) ambos com impactos pouco
expressivos na produtividade da cultura. Em contrapartida, o couro de sapo pode
causar perdas de 50% a 100% na producdo agravado pela ndo ocorréncia de
sintomas na parte aérea o que dificulta o diagnéstico precoce e o controle da virose.
Plantas afetadas pelo couro de sapo apresentam-se com sintomas hiperplasticos
tipo verrugose tornado as raizes finas com zona cortical grossa, quebradica,
enrugada e fendas reticulo-alveolares (POLTRONIERI et al., 1999).

No continente africano e asiatico o complexo de virus conhecido como CMD
(Cassava Mosaic Disease) provocou perdas de até 100% da produg¢ao de mandioca
(THRESH et al., 1994) sendo a virose de maior importancia nessa regidao. O mosaico
africano € uma virose endémica provocada por varias espécies de Cassava mosaic
geminiviruses - (CMGs) (familia Geminiviridae: Género: Begomovirus) e algumas
novas variantes que surgem por recombinagao (LEGG e FAUQUET 2004; BULL et
al., 2006; TIENDREBEOGO et al., 2012). Os CMGs t&m como centro de diversidade
a Africa Ocidental (TIENDREBEOGO et al., 2012) e suas principais espécies

incluem: African cassava mosaic virus — ACMV, East African cassava mosaic virus —



EACMV, East African cassava mosaic Cameroon virus — EACMCV, East African
cassava mosaic Kenya virus — EACMKYV, East African cassava mosaic Malawi virus —
EACMMYV, East African cassava mosaic Zanzibar virus — EACMZV, South African
cassava mosaic virus — SaCMV, Indian cassava mosaic virus — ICMV, Sri Lankan
cassava mosaic virus — SLCMV (LEGG e FAUQUET 2004; BULL et al., 2006) ainda
nao relatados nas Américas (Figura 2) apesar da presenca do inseto vetor
(HERRERA CAMPO et al., 2011). Transmitida pela mosca branca Bemisia tabaci
(Genn.) bidtipo B e por material vegetativo infectado (DE BRUYN et al., 2012), o
CMD é caracterizado por sintomas tipicos de mosaico (STOREY e NICHOLS, 1938)
apesar de variagbes por fatores ambientais (GIBSON, 1994) com acentuada
diminuicdo do crescimento e a produgao da planta (THRESH et al., 1994) (Figura 3).

A utilizagdo de plantas resistentes € uma estratégia em longo prazo que
minimiza os efeitos do ataque de patégenos. Variedades resistentes ao CMD, por
exemplo, manifestam os sintomas com menor gravidade quando comparadas as
suscetiveis (OKOGBENIN et al., 2007; RIBEIRO et al., 2012). Ainda no que se diz a
respeito ao mosaico africano, as condi¢des favoraveis ao estabelecimento da virose
no Brasil (HERRERA CAMPO et al., 2011) e restricbes quarentenarias impedem a
selegcdo de gendtipos resistentes na presenga do patégeno no pais. No entanto,
existem marcas moleculares que flanqueiam os genes que conferem resisténcia ao
patégeno, a exemplo do CMD1 (FARGETTE et al., 1996), CMD2 (AKANO et al.,
2002) e CMD3 (OKOGBENIN et al., 2012) tornando possivel a selegao assistida na
auséncia do patdgeno.

Em nivel internacional, diversas fontes de resisténcia ao mosaico africano
(Cassava Mosaic Disease - CMD) sao mantidos pelo ITTA sob a denominacéo de
série Tropical Manihot Series (TMS) derivadas do cruzamento entre variedades de
M. esculenta e Manihot Glaziovii Muel (Arg.) (JENNINGS, 1976) e a série Tropical
Manihot Esculenta (TME) que reune diversas variedades locais de M. esculenta.

Desta forma, o trabalho teve como objetivo geral desenvolver novas
ferramentas moleculares para deteccao de polimorfismo molecular na cultura da
mandioca e utilizar a selecado assistida por marcadores moleculares para identificar

potenciais fontes de resisténcia ao virus do mosaico africano.
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Figura 2: Distribuicdo relatada e potencial do Cassava Mosaic Disease — CMD. a)
Distribuicdo conhecida do virus na Africa e Asia; as cores representam: 1 — African
Cassava Mosaic Virus (ACMV); 2. ACMV e East African Cassava Mosaic Cameroon
Virus (EACMCV); 3 — ACMV e EACMV; 4 — ACMV e EACMV-UG; 5 — ACMV,
EACMV-UG e East African Cassava Mosaic Virus - 2 Uganda strain (EACMV-UG2);
6 — ACMV, EACMV e EACMCV; 7 — ACMV, EACMV, EACMCV e EACMV-UG; 8 —
ACMV, EACMV e EACMV-UG; 9 — ACMV, EACMV, EACMV-UG e EACMV-UG2; 10
— EACMV-UG; 11 — ACMV, EACMV, EACMV-UG e South African Cassava Mosaic
Virus (SACMV); 12 — ACMV, EACMV, SACMV; 13 — EACMV; 14 — EACMV-UG2; 15
— EACMV-UG e EACMV-UG2; 16 — EACMV e SACMV; 17— SACMV; 18 — SriLankan
Cassava Mosaic Virus (SLCMV); 19 — Indian Cassava Mosaic Virus (ICMV); 20 —
SLCMV e ICMV. Mapas b, ¢ e d mostram distribuicdo conhecida de grande extensao
de: b) African Cassava Mosaic Virus (ACMV); ¢) East African Cassava Mosaic Virus
(EACMV), d) East African Cassava Mosaic Virus—Uganda strain (EACMV-UG). e)
distribuicdo potencial do CMD: valores sao classificados em cinco categorias entre

50 e 100% conforme legenda.

Fonte: Herrera Campo et al. (2011).
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Figura 3: Escala de severidade apresentando sintomas do mosaico africano de um

(sem sintomas) a cinco (sintomas severos).
Fonte: Hahn et al. (1980).
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CAPITULO 1

DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES TRAP (Target Region Amplification
Polymorphism) COMO NOVA FERRAMENTA MOLECULAR PARA ANALISES
GENETICAS NA CULTURA DA MANDIOCA?®

30 artigo sera submetido ao comité editorial do periédico cientifico Plant Molecular Biology Reporter
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DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES TRAP (Target Region Amplification
Polymorphism) COMO NOVA FERRAMENTA MOLECULAR PARA ANALISES
GENETICAS NA CULTURA DA MANDIOCA

Resumo - A mandioca (Manihot esculenta Crantz) carece de estudos moleculares
para uso no melhoramento genético e na manutencéo de bancos de germoplasma.
Neste trabalho, objetivou-se desenvolver e validar iniciadores do tipo TRAP (Target
Region Amplification Polymorphism) para a mandioca bem como analisar o seu
potencial de estruturacdo da diversidade genética da espécie. Inicialmente foram
avaliadas 396 combinacdes (99 iniciadores fixos versus quatro arbitrarios) com 64%
das combinac¢des apresentando bom padréo de amplificacdo e polimorfismo. As 69
combinagdes TRAP mais polimorficas foram utilizadas na caracterizagdo de 46
genotipos de mandioca, na qual foram identificados 606 alelos (variacdo de 3 a 18,
com media de 8,8 alelos por combinacdo). O contetudo de informacéo polimorfica
(PIC) variou de 0,03 a 0,38 (média de 0,23), embora 31 combinacdes apresentem
PIC>0,25. A capacidade de resolucdo dos marcadores (Rp) variou de 0,10 a 6,30
(média de 3,21). Observou-se que os iniciadores relacionados a biossintese de
amido, carotenoides, compostos cianogénicos, deterioracao fisiologica pos-colheita,
formacdo de raizes tuberosas e respostas de defesa foram os mais polimorficos
(>70% de fragmentos polimérficos, PIC >0,25 e Rp >3,21). Foram identificados 37
alelos privados em 20 gendtipos. O agrupamento realizado com base em inferéncia
Bayesiana (STRUCTURE) revelou a presenca de dois grupos principais (K=2) e
qguatro subgrupos (K=4). A diferenciacdo dos agrupamentos pela andlise de
variancia molecular (AMOVA) evidenciou que a maior parte da variacdo genética
estd dentro dos grupos, porém com uma diferenca significativa entre os grupos
(PhiPT = 0,139 para K=2 e 0,138 para K=4). Portanto, os iniciadores TRAP,
possuem um alto polimorfismo para serem utilizados como ferramenta molecular na
cultura da mandioca, além da associacdo com regifes génicas que podem aumentar
as chances de obtencdo de marcas funcionais.

Palavras chaves: sequéncias expressas, variabilidade genética, Manihot esculenta

Crantz, marcador molecular.



20

DEVELOPMENT OF TRAP (Target Region Amplification Polymorphism) AS
NEW TOOL FOR MOLECULAR GENETIC ANALYSIS IN CASSAVA

Abstract - Cassava (Manihot esculenta Crantz) lacks molecular studies to be used in
breeding and germplasm banks maintenance. This work aimed to develop and
validate TRAP markers (Target Region Amplification Polymorphism) for cassava and
evaluate its potential for structuring the genetic diversity of this specie. Preliminary
analyzes with 396 combinations (99 fixed versus 4 arbitrary primers), showed 64% of
combinations with good amplification pattern and polymorphism. The 69 most
polymorphic TRAP combinations were used for characterizating 46 cassava
genotypes, in which 606 alleles (range 3-18, with a mean of 8.8 alleles per
combination) were identified. The polymorphic information content (PIC) ranged from
0.03 to 0.38 (average 0.23), while 31 combinations showed PIC> 0.25. The resolving
power (Rp) parameter ranged from 0.10 to 6.30 (average 3.21).It was observed that
the primers related to the starch and carotenoids biosynthesis, cyanogenic
compounds, post-harvest physiological deterioration, root formation and defense
responses were the most polymorphic (> 70% of polymorphic fragments, PIC> 0.25
and Rp > 3.21). 37 private alleles were identified in 20 accessions. Bayesian
clustering as implemented in STRUCTURE revealed the presence of two major
clusters (K = 2) and four sub cluster (K = 4). The group differentiation based on
molecular variance analysis (AMOVA) showed that most of the genetic variation is
within groups, but with a significant difference between groups (PhiPT = 0.139 to K =
2 and 0.138 to K = 4) Therefore, TRAP primers have a high polymorphism to be used
as a molecular tool in cassava, besides the association with genetic regions that may

increase the chances in obtaining functional markers.

Key words: Molecular marker, Genetic diversity, Cassava, Expressed Sequence.
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INTRODUCAO

De acordo com dados da Food and Agriculture Organization (FAO 2014) mais
de 67% da producdo mundial (186 milhdes de toneladas) de mandioca (Manihot
esculenta Crantz) estd concentrada em oito paises: Nigéria (54 milhdes de
toneladas), Tailandia (30,2 milhdes de toneladas), Indonésia (23,9 milhdes de
toneladas), Brasil (21,2 milhdes de toneladas), Republica Democrética do Congo
(16,5 milhdes de toneladas), Angola (16,4 milhdes), Gana (14,5 milhdes), e
Mogambique (10 milhdes). Isto demonstra que embora a mandioca seja uma
espécie nativa da regido amazonica brasileira, seu cultivo se expandiu pelo mundo,
sendo alimento basico para mais de 500 milhdes de pessoas. Nos ultimos 10 anos
(2003 a 2013) houve um crescente aumento na produtividade média da cultura a
nivel mundial (de 10,76 a 13,91 t ha™) enquanto a produtividade brasileira continuou
estavel oscilando de 13,44 a 14,52 t ha® (FAO 2014). Diversos fatores ainda
contribuem para esta baixa produtividade, a exemplo do uso de técnicas de cultivo
inadequadas e uso de variedades com reduzido potencial de producé&o. Por outro
lado, como centro de origem (Olsen e Schaal 2001), o Brasil possui centenas de
variedades locais que podem ser utilizadas para geracao de novas variedades com
caracteristicas agrondmicas mais interessantes para sistemas de cultivo mais
produtivos.

Nos ultimos anos, avancos metodoldgicos importantes tém sido obtidos por
meio da andlise de polimorfismos de DNA, como técnica auxiliar aos programas de
melhoramento genético. Atualmente, os esforcos estdo voltados para o
entendimento das relacdes entre gendtipo e fendtipo, para que a selecdo genética
seja feita de forma mais rapida e eficiente. De modo geral, observa-se um grande
avanco no conhecimento sobre a genética e melhoramento da cultura da mandioca,
com base no desenvolvimento de novos recursos computacionais, modelos
estatisticos e na propria genética quantitativa e molecular. Entretanto, é preciso
avancar em duas areas estratégicas para garantir avancos mais significativos no
melhoramento da mandioca, i.e., 1) selecdo baseada no gend6tipo dos individuos e 2)
avaliacdo precoce e acurada das caracteristicas de maior importancia agronémica.

Em ambas as estratégias, os marcadores de DNA podem ser bastante Uteis,
seja na identificacdo de genotipos com caracteristicas especificas (Aiemmaka et al.
2012), busca e associagdo de regibes gendmicas a fenotipos de interesse de forma

a permitir a aplicagcdo da selecao assistida por marcadores (Blair et al. 2007),
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melhoria da acurécia da avaliacdo genética ao incorporar dados de parentesco mais
compreensivo e acurado (Rodriguez-Ramilo et al. 2007; Gowda et al. 2014), além de
permitir a eliminagcdo de alelos recessivos deletérios em populacbes de
melhoramento.

Os marcadores moleculares também permitem mensurar o polimorfismo de
um grande numero de locos sem influéncia ambiental e com alto poder de
discriminagao. Por isso, diversos tipos de marcadores tém sido utilizados na cultura
da mandioca, para auxiliar nos estudos de diversidade genética, filogenia,
construcdo de mapas de ligacdo e mapeamento de QTL (Quantitative Trait Loci), a
exemplo de RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism (Beeching et al.
1993), RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA (Marmey et al. 1993; Fregene et
al. 1997; Zacarias et al. 2004; Akinbo et al. 2007), AFLP -Amplified Fragment Length
Polymorphism (Roa et al. 1997; Elias et al. 2000; Fregene et al. 2000; Chen et al.
2010; Kunkeaw et al. 2010), DArT - Diversity Array Technology (Xia et al. 2005),
microssatélites (Fregene et al. 2003; Hurtado et al. 2008; Kunkeaw et al. 2010; Asare
et al. 2011; Mezette et al. 2013; Pariyo et al. 2013) e SNP - Single Nucleotide
Polymorphisms (Olsen 2004; Kawuki et al. 2009). Porém, a maioria destes
marcadores esta associada a loci aleatérios no genoma da mandioca, sem
associacao especifica a regides génicas de interesse agrondmico. Recentemente
alguns marcadores moleculares foram desenvolvidos a partir de ESTs (Expressed
Sequence Tags), a exemplo de microssatélites (Lokko et al. 2007; Raji et al. 2009a;
Sraphet et al. 2011; Zou et al. 2011; Kunkeaw et al. 2011), SNP (Ferguson et al.
2012), ou combinacao de ambos (Rabbi et al. 2012).

O uso de marcadores genbmicos aleatérios contribui para elucidar baixas
associacles existentes entre genotipo e fendtipo, por isso, é preciso investir cada
vez mais em marcadores associados a regides expressas para melhorar a acuracia
na predicdo de fendtipos. A técnica TRAP (Target Region Amplification
Polymorphism), utiliza informacdes de genes candidatos para gerar marcadores
polimoérficos (Hu e Vick 2003), de modo a potencializar a busca por marcas
associadas a caracteristicas de interesse. Além da analise do polimorfismo de
regides génicas, a técnica de TRAP traz como vantagem a capacidade de produzir
perfil de amplificagdo com muitas bandas por gel, o que diminui o0 custo por

informacgé&o de polimorfismo.
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TRAP tem sido utilizada com eficiéncia na deteccao de diversidade em cana-
de-acucar (Alwala et al. 2006a; 2006b), Vicia faba L. (Kwon et al. 2010), Triticum
aestivum L. (Barakat et al. 2013) e Diospyros kaki Thunb. (Lou et al. 2013). Também
h& relatos de sucesso no mapeamento genético de Helianthus annuus L. (Chen et
al. 2006), trigo (Menzo et al. 2013) e fingerprinting molecular em Spinacia oleracea
L. (Hu et al. 2007). Por outro lado, mesmo com o desenvolvimento de um grande
numero de ESTs na cultura da mandioca (Lopez et al. 2004; Lokko et al. 2007;
Sakurai et al. 2007), relatos do uso da técnica TRAP sao raros. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o potencial de deteccdo de polimorfismo em regides
génicas na cultura da mandioca com uso de marcadores do tipo TRAP bem como

avaliar seu potencial para estruturacao genética.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e extragdo de DNA

Dezesseis variedades melhoradas e 30 acessos de germoplasma
pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma de Mandioca (BAG-Mandioca) da
Embrapa Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas, Brasil), procedentes de varios
ecossistemas do Brasil e Colémbia foram utilizados para a analise do polimorfismo
dos marcadores TRAP (Tabela 1).

O DNA gendmico foi extraido segundo protocolo CTAB (brometo de
cetiltrimetilaménio) descrito por Doyle e Doyle (1987). Com o intuito de avaliar a
integridade do DNA e padronizar sua concentracao, realizou-se quantificacdo em gel
de agarose 1% por comparagao visual com diversas concentragées do DNA fago A
(Lambda).

Desenho e otimizacao dos iniciadores TRAP

Foram selecionadas 99 sequéncias ESTs envolvidas em diversos processos
metabodlicos na cultura da mandioca, como deterioracdo fisiolégica pds-colheita,
respostas ao ataque de patégenos e estresses abibticos (seca), protecao contra o
estresse oxidativo, metabolismo de glicose e nitrogénio, formacdo de raizes
tuberosas, biossintese de carotenoides, compostos cianogénicos e amido (Tabela
2).
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Tabela 1. Relacdo do conjunto de 46 genoétipos de mandioca (variedades
melhoradas e acessos) utilizados para a analise do polimorfismo dos marcadores
Target Region Amplification Polymorphism - TRAP.

" Forma de Local de o Forma de Local de
Genotipo ~ . Gendtipo ~ )
obtencao* origem obtencao origem
96207-05 ME Brasil—- BA BGM1116 VL Brasil — BA
9624-09 ME Brasil—- BA BGM1179 VL Brasil — PE
98150-06 ME Brasil - BA BGM1289 VL Brasil — PE
9975-01 ME Brasil —- BA BGM1290 VL Brasil — PE
BGMO0004 VL Brasil - BA BGM1291 VL Brasil — PE
BGMOO005 VL Brasil —- MG BGM1292 VL Brasil — PE
BGMO006 VL Brasil—- MG BGM1318 VL Brasil — PE
BGMOO00O7 VL Brasil - BA BGM1341 VL Brasil — PE
BGMO0014 ME Brasil - BA BGM1632 VL Brasil — PR
BGMO0019 VL Brasil - PA BGM1633 VL Brasil — CE
BGM0028 VL Brasil - BA BGM1660 VL Brasil — BA
BGMO0032 VL Brasil— RN BGM1728 ME Brasil — BA
BGMO0036 VL Brasil - BA BGM1810 ME Brasil — BA
BGM0048 VL Brasil— BA BGM2020 VL Brasil — PR
BGMO0050 VL Brasil—- BA BGM2038 VL Brasil — BA
BGMO0054 VL Brasil - PA BGM2041 ME Brasil — BA
BGMO0060 VL Brasil - AM  BGM2043 ME Brasil — BA
BGM0062 VL Brasil—- BA BGM2050 ME Colémbia
BGMO0066 VL Brasil - PA BGM2052 VL Brasil — PR
BGMO0100 ME Brasil — BA BRS Caipira ME Brasil — BA
BGMO0116 VL Brasil — BA BRS Formosa ME Brasil — BA
BGM0289 ME Colombia °RS ME Brasil — BA
Tapioqueira
BGM0982 VL Brasil —AM SRS ME Brasil — BA
Verdinha

*VL = Variedade local; ME = gen6tipo resultante de melhoramento.
Fonte: Dados de passaporte da Embrapa Mandioca e Fruticultura.
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Tabela 2. Relacdo de 99 genes e iniciadores fixos utilizados na técnica Target Region Amplification Polymorphism - TRAP, para

andlise genética em mandioca.

Ndmero no

GenBank Gene/processo Processo bioldgico Iniciador Sequéncia
AY036011.1 Phenylalanine ammonia-lyase 1 (PAL1) Deterioracgéao fisioldgica pés-colheita Trap-01 gggaagaactcggttgta
EF645824.1 Secretory peroxidase (PX3) Resposta de defesa XAM Trap-02 ccaaactgacatgattgc

Estresse oxidativo e balanco de

EU000298.1 S-adenosyl-L-methionine synthetase Trap-03 ccttggttgagacctgat

nutrientes
Biossintese, metabolismo intermediario

EU025132.1 Aldo/keto reductase (AKR) e desintoxicacio

Trap-04  gagattcttctgggcaag

EF568373.1 Neoxanthin synthase (NXS) Biossintese de carotenoides Trap-05 ccatatgggaaatgaacc
EF568374.1 Phytoene desaturase (PDS) Biossintese de carotenoides Trap-06 ctgatcagagcaaagcaa
EF568375.1 Beta-carotene hydroxylase 2 (HYB) Biossintese de carotenoides Trap-07 agagaaggtccgtttgag
EF568376.1 lycopene beta-cyclase (LYCB) Biossintese de carotenoides Trap-08  tgcccttttcttcagatag
EF667960.1 Starch synthase isoform | (SSI) Biossintese de amido Trap-09 ctggtctggagaagcagt
EF667961.1 Starch synthase isoform Il (SSII) Biossintese de amido Trap-10 gtaaggggccaatagatg
EU002241.1 NADH-plastoquinone oxidoreductase Protecao contra o estresse oxidativo Trap-11  tggttcttatgggtggtt

sub 5 (NDHF)

EU249997 1 Catalase-like (CAT1) Sistema de defesa para eliminacéo de

Trap-12 tcggtgttcacaccttta

radicais

X77012.1 Starch branching enzyme (SBE) Biossintese de amido Trap-13 ggctttatcactgggaag
EU606022.1 Homogentisate phytyltransferase (VTE2) Estresses abiéticos Trap-14 atcttcccacacttggag
EU736096.1 Phytoene synthase Biossintese de carotenoides Trap-15 gttctttaacgaggcagag
EU736097.1 Carotenoid isomerase Biossintese de carotenoides Trap-16 gatgggatacctttggaa
AY101376.1 Allergenic-related protein Pt2L4 (C1) Formacéo de raizes tuberosas Trap-17 aatgggaactcaccacat

U95298.1 Linamarase (pLIN-GEN) Compostos cianogénicos Trap-18 aacctaacaagataccccaag

S35175.1 Linamarase=beta-glucosidase Compostos cianogénicos Trap-19 aggtatcccaagaaatcg
FJ688171.1 Glutamic acid-rich protein (Pt2L4) Formacéo de raizes tuberosas Trap-20  tggctactgctgaggtaa

GU111723.1 Phytoene synthase 2 (PSY2) Biossintese de carotenoides Trap-21 ggcagagaaaggagtgac
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Tabela 2. Cont...

Ndmero no

GenBank Gene/processo Processo bioldgico Iniciador Sequéncia
FN551838.1 Selmledrgggggg'f’éggoslg?ate Metabolismo de glicose Trap-22 tcagataatgcaggatgc
FN551942.1 Nitrate reductase Metabolismo de nitrogénio Trap-23 cttccactcctgcaattt
AY188523.1 NBS-LRR resistance protein (RGH1) Resposta de defesa Trap-24 ggctttcatttctcacatc
AY188524.1 NBS-LRR resistance protein (RGH2) Resposta de defesa Trap-25 ggctttcatttctcacatc
AY187301.1 RCall Sinal de transdugé&o Trap-26 gagggaaagaaattgtgc
GQ922215.1 Sucrose phosphatase (SPP) Metabolismo de glicose Trap-27 gttccttgagaggtggag
GU229751.1 Isoamylase (Meisal) Metabolismo de carboidratos Trap-28 ggggaagacaacaatgat
HM038439.1 Granule-bound starch synthase | (GBSSI) Biossintese de amido Trap-29 gcttcttccactcctacaa
HM046981.1 Granule-bound starch synthase Il (GBSSII) Biossintese de amido Trap-30 agaggtcaaaatcactgtca
HM046985.1 Glucan water dikinase (GWD) Metabolismo de ATP Trap-31 tggaaggacgactaaggta
HM046987.1 Starch branching enzyme | (SBEI) Biossintese de amido Trap-32 atcttgagtgtcccttgtg
HM485466.1 Granule-bound starch synthase (GBSSI) Biossintese de amido Trap-33 aaatctccactccaccac
AY271880.1 NBS type resistance protein (RCal0.7) Resposta de defesa Trap-34 caggacttggaggatttc
AY271882.1 NBS type resistance protein (RCa4.1) Resposta de defesa Trap-35 gtcttccattggctcttc
AY271884.1 NBS type resistance protein (RCa6.2) Resposta de defesa Trap-36 aaatgtcgtggagttcct
AY271887.1 NBS type resistance protein (RCa6.5) Resposta de defesa Trap-37 tgtggagttcctcttget
AY271890.1 TIR type resistance protein (RCal2.3) Sinal de transducgéo Trap-38 ggagaggagatcactcca
GU120072.1 Phytoene desaturase (PDS) Biossintese de carotenoides Trap-39 tgacgactggaaagagatt
GU120073.1 Zeta-carotene desaturase (ZDS) Biossintese de carotenoides Trap-40 cccgttgtatgctcactat
GU120074.1 lycopene beta-cyclase (bLCY) Biossintese de carotenoides Trap-41 tctggtagaagcctttcag
GU120075.1 lycopene epsilon-cyclase (eLCY) Biossintese de carotenoides Trap-42 acattccatcaccttgttc
GU120076.1 beta-carotene hydroxylase (bHYD) Biossintese de carotenoides Trap-43 cagagaaggtccatttgag

GU120077.1 Carotenoid cleavage dioxygenase 1 (CCD1) Biossintese de carotenoides Trap-44 cagtgaatgtgattgatgc
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Namero no C - a
GenBank Gene/processo Processo biolégico Iniciador Sequéncia
GuU120078.1 ?caé%i?md cleavage dioxygenase 4 Biossintese de carotenoides Trap-45 ggtggaaaaggtgagaata
AF078690.1 Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) Resposta de defesa XAM Trap-46 gcttcaattgggaaactc
AF078691.1 Peroxidase Resposta de defesa XAM Trap-47 gtgaagaaagggagatgg
AY217353.1 Glutamic acid-rich protein (c54) Formagcéo de raizes tuberosas Trap-48 caaatcccaagattcctc
X74160.1 Granule-bound starch synthase Biossintese de amido Trap-49 atatacgttaacgcgcaga
Biossintese, regulacdo hormonal,
X77462.1 UTP-glucose glucosyltransferase (CGT5) sinalizaco e desintoxicacio Trap-50 ggtcggagagatcactgt
X77464.1 UTP-glucose glucosyltransferase (CGT7) B_lossmteNS < regu]ac;aq hoeronaI, Trap-51 tccaagagcttcactgag
sinalizac&o e desintoxicagdo
AY787210.1 Alpha-hydroxynitrile lyase (HNL) Compostos cianogénicos Trap-52 atttggaccgatcaagac
AF136149.1 glg;ga?ldehyde 3-phosphate dehydrogenase Metabolismo de glicose Trap-53 atgatgtggtgtccactg
AY944583.1 Alpha-amylase (AmyA) Metabolismo de amido Trap-54 tcagtcagaagagaatttgg
AY944584.1 Beta-amylase (AmyB) Metabolismo de amido Trap-55 ggcttttgtacaaggacat
DN740350.1 Gamma adaptin Deterioracao fisiologica pos-colheita Trap-56 aatacgtgcttgcaaaact
DN740355.1 Cytochrome P450 CYP79D1a Deterioracao fisiologica pos-colheita Trap-57 tgttttacatccacaacca
DN740363.1 ROS turnover Aldo/keto reductase (MecAKR)  Deterioracéo fisiologica pds-colheita Trap-58 aggtctgtctgaggcttct
DN740364.1 PCD Cysteine protease (MecCP1) Deterioracao fisiologica pos-colheita Trap-59 gaaggaatcaacaagatcg
DN740366.1 UDP glycosyltransferase Deterioracao fisiologica pos-colheita Trap-60 gctcctttcattgacctta
DN740367.1 ROS turnover Secretory peroxidase (MecPX3) Deterioracao fisiologica pds-colheita Trap-61 tatcaggtgcacacacact
DN740369.1 Immunophilin Deterioracao fisiologica pos-colheita Trap-62 agaagaggtgaagatgctg
DN740370.1 Unknown protein Deterioracao fisiologica pos-colheita Trap-63 gagatgcctcaaggatatg
DN740371.1 lon water or metabolite transport (PIP1) Deterioracao fisiologica pos-colheita Trap-64 gcagagtttattgccactt
DN740373.1 (RIVCIL i:g)rlg\)/er Ascorbate peroxidase Deterioracao fisiologica pos-colheita Trap-65 cttcttccaggtgctctt
DN740374.1 Elongation factor (eFlaa) Deterioracao fisiol6gica pos-colheita Trap-66 ttttgaagctggtatttcc
DN740377.1 PCD Class IV chitinase Deterioracao fisiologica pos-colheita Trap-67 ggtaatctccaatgctgag
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GenBank Gene/processo Processo biolégico Iniciador Sequéncia
DN740379.1 Germin-like protein (MecGLP) Deterioracao fisiologica pos-colheita Trap-68 acacccagaccctcttc
DN740380.1 Auxin (ARP1) Deterioracao fisiologica pos-colheita Trap-69 aatgttatcacggctgatt
DN740382.1 PWWP domain protein Deterioracao fisiologica pés-colheita Trap-70 gatcatgggttgatgattt
DN740383.1 Erlfjltbei(:]own-regulated genes Expressed Deterioracao fisiologica pés-colheita Trap-71 agcatcccactacaaggta
AF101233.1 ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase Fotossintese Trap-72 tgcttgttgacgttatcc
AF173900.1 (%rgrggtlal)bound starch synthase Il precursor Biossintese de amido Trap-73 tagtaagggggccaatag
AF140613.1 ?é—?()éd;gé)/ll?ting cytochrome P450 Compostos cianogénicos Trap-74 caacgtcaccttgaaaga
DQO011041.1 Alpha-amylase 2 (amy2) Metabolismo de amido Trap-75 taactccatccatgacca
DQO071875.1 Plastid ATP/ADP transport protein 1 (AATP1) Componente de membrana Trap-76 tcaggtgaaacgtctgaa
DQO071876.1 Plastid ATP/ADP transport protein 2 (AATP2) Componente de membrana Trap-77 aaggtggtatgcctgaat
DQO071877.1 Plastid ATP/ADP transport protein 2 (AATP2) Componente de membrana Trap-78 tctctggatacccagtee
DQ138370.1 Neutral/alkaline invertase (nINV1) Desconhecido Trap-79 gagacaaacaagcaagca
DQ138373.1 Sucrose transporter type 2 (SUT2) Deterioracao fisiolégica pés-colheita Trap-80 taggaaggtaagggcttg
DT883566.1 Hydroxyproline-rich glycoprotein Deterioracao fisiolégica pds-colheita Trap-81 gattcgaagtgaggtgttt
DT883569.1 Xyloglucan endotransglycosylasea Deterioracao fisiolégica pés-colheita Trap-82 gggagggactagtgaagac
DT883571.1 ATP/ADP translocase precursor Deterioracao fisioldgica pés-colheita Trap-83 ttgatgggtcttgctatct
DT883572.1 L-asparaginase Deterioracao fisiolégica pés-colheita Trap-84 atgaacggtcttccaatc
DT883575.1 Arginine decarboxylase Deterioracao fisiolégica pés-colheita Trap-85 gggaagattgacaaattca
DT883577.1 ROS turnover Catalase (CAT1) Deterioracao fisiolégica pés-colheita Trap-86 aggaggagaagcagaagat
DT883579.1 ROS turnover Thioredoxin-like protein Deterioracao fisiolégica pés-colheita Trap-87 atagcgtcaaatggactgt
DT883581.1 ROS turnover Metallothionein Deterioracao fisiolégica péds-colheita Trap-88 cctgaatggcttgttttat
DT883582.1 ROS turnover Quinone-oxidoreductasea Deterioracao fisiolégica pés-colheita Trap-89 acaatccatgtcttcgact
DT883583.1 ROS turnover Early light induced proteina Deterioracao fisiolégica pés-colheita Trap-90 ctatgtttggggtttggt

DT883584.1 Stress response Dehydrin Deterioracao fisiolégica pés-colheita Trap-91 atcatccaaaaacagagga
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NGL'JQ:]eBr;)nr&o Gene/processo Processo biolégico Iniciador Sequéncia
DT883585.1 S;;er?:t(rezsponse Heat shock protein 70 Deterioracao fisioldgica pds-colheita Trap-92 atttttctgatgccacact
DT883586.1 Ribosomal protein L5a Deterioracao fisioldgica pds-colheita Trap-93 cccaaaatattggagctta
DT883592.1 Initiation factor (elF4a) Deterioracao fisioldgica pds-colheita Trap-94 ggatgatattggcattgat
DT883593.1 Putative endopeptidase Deterioracao fisioldgica pds-colheita Trap-95 ttggataggctttttcaac
DT883595.1 Unknown protein Deterioracao fisioldgica pds-colheita Trap-96 atcgatattgggagatcaa
DT883596.1 Unknown protein Deterioracao fisioldgica pds-colheita Trap-97 tgatattgcctgatgatga
DT883601.1 Unknown protein Deterioracao fisioldgica pds-colheita Trap-98 ttttgggattttacgagag
DT883602.1 Unknown protein Deterioracao fisioldgica pds-colheita Trap-99 ttggtttaattgctgttga
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As sequéncias foram obtidas no banco de dados NCBI - National Center
for Biotechnology Information (www.ncbi.nim.nih.gov). Os iniciadores foram
desenhados com auxilio do software Primer3 (Rozen e Skaletsky 2000), dos
guais apenas o iniciador direto foi utilizado como iniciador fixo. O tamanho ideal
do iniciador foi definido como 18 nucleotideos. Além disso, a Tm ideal, minima
e maxima, foi ajustada para 56, 50 e 60 ° C, respectivamente. Como reverso,
foram desenhados quatro iniciadores arbitrarios conforme Li e Quiros (2001)
adaptados por Hu e Vick (2003) (Tabela 3). Os iniciadores arbitrarios
compreendem trés nucleotideos seletivos na extremidade 3’, quatro
nucleotideos ricos em sequéncias AT (corresponde a regides de introns) ou GC
(corresponde a regibes de éxons) na regido central e 11 nucleotideos
aleatdrios na extremidade 5’.

Inicialmente, todas as 396 combinacdes de iniciadores TRAP foram
avaliadas na variedade melhorada BRS Verdinha e nos acessos BGM1116,
BGM2043 e BGM0212, com intuito de selecionar as combinagdes com bom
padrao de visualizacdo das bandas e maior nivel de polimorfismo. Em seguida,
as combinacdes selecionadas foram utilizadas para andlise do polimorfismo no

conjunto de 46 gendtipos de mandioca (Tabela 1).

Tabela 3. Relagédo dos quatro iniciadores arbitrarios utilizados na validagcéao de

marcadores Target Region Amplification Polymorphism - TRAP em mandioca.

Nome Sequéncia de nucleotideo (3’-5’)
Arbl attaattcgtacgcagtc
Arb2 gcaaattcgtacgcagtc
Arb3 gtcaattcgtacgcagtc
Arb4 tcaaattcgtacgcagtc

As reacoes de amplificagdo foram otimizadas em volume final de 15 pL,
concentracdo do tampdo de 1 X, 1,0 U de Taq DNA Polimerase (Pluthero
1993); 2,0 mM de MgCl,; 0,2 mM de dNTP (Promega, USA); 0,2 uM dos
iniciadores (IDT) e 10 ng de DNA. As amplificacbes foram realizadas em
esquema touch-up de acordo com o seguinte programa: 94 °C por 2 min; 5

ciclos a 94 °C por 45 s, 35 °C por 45 s e 72° C por 1 min; seguidos por 30 ciclos
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a 94 °C por 45 s, 40°C por 45 s, 72 °C por 1 min e extenséo final de 72 °C por 7
min em termociclador modelo Veriti® 96-well (Applied Biosystems).

A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1000 3% (Invitrogen,
Carlsbad, CA), corado com brometo de etideo (0,15 ug/mL) em tampao TBE
0,5 X (45 mM Tris-borate, 1 mM EDTA e g.s.p de agua destilada) visualizados
em Luz UV e registradas com o fotodocumentador Gel Logic 212 Pro
(Carestream Molecular Imaging, New Haven, USA). O tamanho dos fragmentos
foi estimado por comparagdo visual com Ladder 50 pb (Ludwig Biotec,
Alvorada, Brazil).

Discriminacédo dos marcadores TRAP

Os produtos amplificados foram registrados em cdédigo binario (“1”
presenga; “0” auséncia). Marcas monomorficas, pouco legiveis e/ou
amplificados com mais de 10% de dados perdidos foram retiradas da analise.

A estimativa do poder de discriminacdo dos marcadores TRAP, foi
estimada considerando as frequéncias relativas nos genétipos avaliados, com
base no PIC (Polymorphism information content) que permite distinguir dois

alelos tirados ao acaso da populacdo. O PIC foi calculado de acordo com:

PIC=1-%1, , na qual f; é a frequéncia do i" alelo (Weir 1990). O poder de

resolucao (Rp) (Prevost e Wilkinson, 1999) dos marcadores TRAP foi calculado
de acordo com a formula; RP=21B em gue IB refere-se a informatividade dos

fragmentos, de acordo com 1'[2X(0'5'p)], em que p é a proporcao de

individuos que possuem o fragmento em andlise.

Analise de agrupamento

A estrutura dos 46 gendtipos de mandioca foi avaliada pelo programa
STRUCTURE v.2.3 (Pritchard et al. 2000; Falush et al. 2003; 2007; Hubisz et
al. 2009). O numero de clusters foi inferido utillizando 10 corridas
independentes com 20.000 burn-ins e 50.000 MCMC (Monte Carlo Markov
Chain) iteracbes ap0s os burn-ins, utilizando o modelo admixture ancestry,
locos néo ligados e frequéncias alélicas correlacionadas, com K variando de 2
a 10.



32

O algoritmo do STRUCTURE v.2.3 pode ser efetivo para inferir o nimero
correto de clusters em conjunto de dados que apresentam alguma relacao de
isolamento por distancia. Nos casos em que os padrdes de dispersdo entre as
populacdes ndo sdo homogéneos, a probabilidade log estimada dos dados néo
fornece uma estimativa correta do numero de clusters. Assim, o método AK de
Evanno et al. (2005) foi estimado com intuito de avaliar se 0 numero inferido de
clusters apresentaram resultados sensiveis e confiaveis. Estes métodos séo
uma estatistica ad hoc que auxilia o pesquisador a encontrar o valor ideal de K.
Por isso, utilizou-se a estatistica AK, com base na taxa de variagcdo entre os
valores sucessivos de K, para inferir o nivel de estrutura do conjunto de dados
(Evanno et al. 2005). Neste caso, o STRUCTURE assume que o genotipo de
cada individuo em cada locus é totalmente desconhecido.

Anélise de variancia molecular

A andlise de variancia molecular (AMOVA) foi efetuada pela
decomposicdo dos componentes principais em diferentes niveis hierarquicos,
ou seja: a) tipo de genotipo (variedade local ou variedade melhorada); b)
origem dos gendtipos [Brasil (BA, MG, PA, CE+RN, AM, PE, PR) e Colémbia],
de acordo com a Tabela 1; e c) grupamento tedrico obtido pela analise
Bayesiana. Estas analises foram realizadas com uso do software GenAlEx 6.1
(Peakall e Smouse 2006; 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Selecdo das combinacdes TRAP

Das 396 combinacbes de iniciadores TRAP avaliadas, 253 (64%)
apresentaram um bom padrdo de amplificacdo e polimorfismo nos quatro
gendtipos analisados. Para estes iniciadores, o numero total de fragmentos
variou de 1 a 19, com média de 4,18 fragmentos por combinacédo de iniciador.
O numero de fragmentos polimérficos variou de 1 a 9 (variacdo de 11,11 a
100,00% de bandas polimérficas). O percentual de aproveitamento dos
iniciadores TRAP foi muito maior do que os 21% de marcadores RAPD,
identificados por Colombo et al. (2000) na andlise de 126 acessos de
mandioca. Por outro lado, o nimero médio de fragmentos TRAP amplificados

em mandioca (4,18) foi menor que os 37 fragmentos observados em Caladium
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sp., (Deng et al. 2007) e os aproximadamente 33 em cana-de-acgUcar (Alwala et
al. 2006a) que também apresenta reproducdo assexuada.

Do total, 138 combinacdes TRAP (35%) apresentaram polimorfismos
acima de 50% (Figura 1). Além disso, 45 combinacdes TRAP apresentaram
pelo menos quatro bandas polimérficas, cuja percentagem de polimorfismo
variou de 31,5 a 100%. Além do alto polimorfismo, observou-se que o0s
marcadores TRAP podem ser bastante uteis como ferramenta molecular na
cultura da mandioca, por ndo envolverem etapas de restricdo de DNA e ligagao
de adaptadores, como se faz na técnica de AFLP, e ainda produzirem padrbes
de fingerprinting semelhantes a outras metodologias (Deng et al. 2007). Isto faz
com que a técnica de TRAP seja de mais facil implementacdo e tenha menor
custo.

Observou-se que o polimorfismo dos marcadores TRAP variou bastante
em funcéo do iniciador arbitrario. De modo geral, os iniciadores Arb2 e Arb3
apresentaram o maior niumero de fragmentos por marcador, com média de 4,74
e 4,90 respectivamente (Tabela 4). Este mesmo comportamento foi observado
para o numero médio de bandas polimorficas (1,73 e 2,07 para o Arb2 e Arb3,
respectivamente). Por outro lado, o Arbl apresentou a maior percentagem de
polimorfismo (45,1%). Isto se deve ao fato de que, embora este iniciador
apresente menor nimero de fragmentos, a maior parte deles sé&o polimorficos.
Comportamento semelhante também foi observado para o Arb3 (Figura 2).
Assim, em situacdes como esta, uma estratégia interessante para maximizar a
deteccdo do polimorfismo em mandioca, seria aumentar o numero de
iniciadores fixos (andlise de outras sequéncias ESTsS) em associacdo com
iniciadores arbitrarios mais polimorficos.

Também foram observadas combinaces que nao apresentaram
polimorfismo (104) e combinacbes que nado apresentaram produtos
amplificados (39) (Figura 1). Dentre as combinacfes que ndo apresentaram
nenhum produto de amplificacdo, 15, 4, 5 e 15 combinacbes foram dos
iniciadores Arbl, Arb2, Arb3 e Arb4, respectivamente. A auséncia de
amplificacdo pode estar relacionada a qualidade da sequéncia depositada ou
pela existéncia de grandes diferengcas genéticas no sitio alvo de amplificacédo
da fonte original utilizada no sequenciamento em relagdo aos genotipos

avaliados.
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Figura 1. Histograma do numero de combinacbes TRAP - Target Region
Amplification Polymorphism e percentagem (%) de combinacdes polimorficas,
obtidas nos testes iniciais de amplificagcao.

Tabela 4. Polimorfismo e niumero total de bandas relacionando os iniciadores
arbitrarios nos testes iniciais de amplificacdo com 396 combinacbes Target

Region Amplification Polymorphism - TRAP.

N° de bandas Bandas Polimorficas
Iniciador arbitrario
Total Média Total Média %
Arbl 333 3,36 150 1,52 45,1
Arb2 469 474 171 1,73 36,5
Arb3 485 490 205 2,07 423

Arb4 370 3,74 121 1,22 32,7




35

Ab1 [ e 7
g . s : .
E i g @ g =]
o “ f
) @ X 2] b o
8 o § i i i
o 2 a
£
Arb2 E I 0 i
B o ) #
g ] v i 0 U o i
% & il i 8 nn o &’
E B o o ooo I
= I8 feake -4 g o
2 E o & g R o
@ ) o B &
wn 5 B iy 2 el
2 Ab3 | & f a o
0 g i &
% g i g F o o o
C 8 2 g o
0 g o bt i
IS g i 8 i a7
[+] o e g o w11 H
Q o it b B e o i
4 o o I (43 o " fal a
# & S 8 ] o 5
g @ ] o o -
Arb4 o Biiiin
o B i s
B g
it 4 ] g i
o I 0 o
U Y
; i i 0
a
8 o
I T [ [ T T
0 20 40 60 80 100

% de polimorfismo

Figura 2. Grafico de pontos referente a percentagem de combinacfes
polimorficas para cada iniciador arbitrario da técnica Target Region

Amplification Polymorphism - TRAP, obtidas nos testes iniciais de amplificacéo.

Polimorfismo e poder discriminatorio dos marcadores TRAP

Foram selecionadas 84 combinacdes (21,21%) de iniciadores TRAP
(apenas uma combinacéo fixo com um dos quatro arbitrarios) para a avaliacédo
do potencial polimérfico por meio da caracterizacdo de um conjunto de 46
acessos e variedades de mandioca. Deste total, 15 combinacdes TRAP
apresentaram mais de 10% de dados perdidos, e por isso, foram excluidas das
analises  (TrapOl1+Arb2, TrapO4+Arb2, Trapl4+Arbl,  Trap25+Arb3,
Trap30+Arb3, Trap37+Arb2, Trap49+Arb3, Trap50+Arb3, Trap63+Arbl,
Trap65+Arbl, Trap72+Arb2, Trap74+Arbl, Trap80+Arb2, Trap94+Arbl e
Trap96+Arb3).

Das 69 combinacdes TRAP analisadas em dezesseis variedades e 30
acessos de mandioca, foram identificados 606 alelos, com média de 8,8 alelos

por combinacdo e variacdo de trés (Trap24+Arb2 e Trap43+Arb4) a 18 alelos
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por combinacdo TRAP (Trap81+Arb3). De modo geral, com a selecdo dos
melhores iniciadores TRAP observou-se elevado polimorfismo nos acessos de
mandioca (Figura 3), cuja percentagem de combinac¢des polimdrficas variou de
50 a 100% (Tabela 5). Apdés a primeira etapa de selecdo das combinacdes
mais polimorficas, observou-se que o polimorfismo médio dos iniciadores
arbitrarios foi bastante préximo, i.e., de 96,43, 93,07, 99,71 e 89,84% para 0s
iniciadores Arbl, Arb2, Arb3 e Arb4, respectivamente. Portanto, o processo de
selecdo inicial das combinacdes mais polimérficas é essencial para garantir
maiores niveis de polimorfismo ao analisar um conjunto maior de
germoplasma.

Comparagdes com outros tipos de marcadores moleculares dominantes
indicam que o polimorfismo dos marcadores TRAP foi elevado, pois 0 uso de
marcadores RAPD (Vieira et al. 2010) e AFLP (Muhlen et al. 2000) na
caracterizagao de germoplasma de mandioca indicou polimorfismos médios de
55,8% e 62,0%, respectivamente, que sdo menores aos obtidos no presente
trabalho com marcadores TRAP (95,53%).

2 3 4 56 7 8 91011 121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26427 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

Figura 3. Gel de agarose 1000 (2%) ilustrando o padrédo de amplificacédo obtido
para a combinacao Trap2+Arb3 em 46 acessos de mandioca; M: marcador de
peso molecular Ladder 50 pares de base (Ludwig Biotec, Alvorada, Brazil).

Numeros de 1 a 46 representam gendtipos analisados (Tabela 1).

Os valores de PIC variaram de 0,03 a 0,38, com média de 0,23 (Tabela
3). Considerando que marcadores TRAP sdo dominantes, o maximo valor de

PIC observavel é 0,50. Portanto, quanto mais proximo deste valor, maior o
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poder discriminatorio do iniciador. Assim, 31 combinacdes TRAP apresentaram
PIC acima de 0,25, tendo assim maior poder de discriminacdo dentre 0s
gendtipos avaliados. Os valores de PIC encontrados em mandioca s&o
comparaveis aos observados pela técnica TRAP em outras culturas, como
cana de acUcar (variacdo de 0,11 a 0,36, e média de 0,24 para 18
combinacdes TRAP — Alwala et al. 2006b, e variacdo de 0,20 a 0,35, e média
de 0,28 para 16 combinagbes TRAP — Suman et al. 2012) e Caladium Vent.
(variacao de 0,15 a 0,31, e média de 0,21 para 80 combinacdes TRAP — Deng
et al. 2007). Além disso, os valores de PIC dos marcadores TRAP foram mais
informativos que marcadores RAPD em mandioca (variacdo de 0,00 a 0,27, e
média de 0,15 com uso de nove iniciadores — Vieira et al. 2010). Por outro lado,
os valores de PIC de marcadores dominantes como os TRAPs sdo menores do
gue marcadores codominantes como microssatélites (variacao de 0,19 a 0,75 -
Fregene et al. 2003; Raji et al. 2009a).

Uma caracteristica importante que define um bom marcador genético é
sua capacidade de distinguir os diferentes gendtipos. Um critério que vem
sendo utilizado para identificar o poder de discriminacdo de marcadores
moleculares é o poder de resolucdo (Rp) (Prevost e Wilkinson 1999). O Rp
indica a informatividade do marcador com base na proporcdo de bandas
presentes em cada combinacdo. Os valores de Rp dos iniciadores TRAP
variaram de 0,10 a 6,30, com média de 3,21. Entretanto, 37 combinacdes
apresentaram valores de Rp acima da média, sendo 20 delas comuns as mais
polimorficas (PIC>0,25), ou seja, Trap90+Arb4, Trap40+Arb3, Trap88+Arbl,
Trap95+Arb3, Trap02+Arb2, Trap93+Arb3, Trap05+Arb3, Trapl3+Arb2,
Trap59+Arb2, Trapll+Arb3, Trap35+Arb2, Trap99+Arb4, Trap69+Arb2,
Trap07+Arb2, Trapl8+Arb3, Trap47+Arb3, Trap89+Arb3, Trap20+Arb3,
Trap26+Arb3 e Trap81l+Arb3. Estes valores de Rp sdo comparaveis aos
observados por Paliwal et al. (2013), ao analisarem 21 acessos de Tinospora
cordifolia, com base em 35 marcadores ScoT (Start Codon Targeted), cuja
variacdo foi de 0,95 a 5,14, com uma média de 2,6 por iniciador. No entanto,
avaliando as relacdes genéticas em Diospyros kaki Thunb. e espécies aliadas
os valores de Rp variaram de 50,67 a 12,95 e portanto maiores daqueles

relatados neste trabalho (Lou et al. 2013).
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Tabela 5. Combinacdes de iniciadores Target Region Amplification
Polymorphism - TRAP selecionadas para a analise do polimorfismo em 46
genotipos de mandioca.

N° de N° de
Combinacdo bandas %Poli PIC* Rp® Combinacdo bandas %Poli PIC Rp
Total Poli* Total Poli
Trap02+Arb2 8 8 100,00 0,26 3,80 Trap45+Arb3 14 13 92,86 0,23 4,70
TrapO3+Arb3 10 10 100,00 0,03 0,10 Trap46+Arb2 8 8 100,00 0,21 2,20
Trap05+Arb3 7 7 100,00 0,30 3,90 Trap47+Arb3 8 8 100,00 0,25 5,10
TrapO6+Arbl 10 10 100,00 0,21 4,00 Trap48+Arb3 13 13 100,00 0,24 4,90
TrapO7+Arb2 11 11 100,00 0,26 4,30 Trap52+Arb3 10 10 100,00 0,19 2,70
Trap08+Arb2 8 8 100,00 0,20 3,10 Trap57+Arb2 6 6 100,00 0,21 1,70
Trap09+Arb2 7 6 8571 0,18 2,60 Trap58+Arb2 4 2 50,00 0,10 0,40
Trapl0+Arbl 5 5 100,00 0,20 2,00 Trap59+Arb2 7 7 100,00 0,28 4,00
Trapl1+Arb3 11 9 81,82 0,25 4,10 Trap60+Arbl 12 12 100,00 0,18 4,90
Trapl3+Arb2 9 9 100,00 0,27 4,00 Trap61+Arb3 10 10 100,00 0,20 4,30
Trapl6+Arb2 6 4 66,67 0,09 0,90 Trap66+Arbl 11 11 100,00 0,21 4,30
Trapl7+Arb3 12 12 100,00 0,22 3,50 Trap68+Arbl 14 12 85,71 0,22 4,50
Trap18+Arb3 11 11 100,00 0,26 4,80 Trap69+Arb2 13 12 92,31 0,28 4,20
Trapl9+Arb3 9 9 100,00 0,22 2,60 Trap70+Arb2 8 8 100,00 0,27 1,80
Trap20+Arbl 12 12 100,00 0,22 550 Trap71+Arb3 6 6 100,00 0,21 0,80
Trap20+Arb3 15 15 100,00 0,25 5,30 Trap75+Arb3 6 6 100,00 0,30 1,20
Trap21+Arb3 11 11 100,00 0,17 1,60 Trap76+Arb3 4 4 100,00 0,26 1,50
Trap22+Arb4 5 5 100,00 0,20 2,00 Trap77+Arb2 7 7 100,00 0,13 1,20
Trap24+Arb2 3 3 100,00 0,38 0,50 Trap79+Arb4 7 5 71,43 0,31 2,30
Trap26+Arb3 10 10 100,00 0,27 5,40 Trap8l1+Arb3 18 18 100,00 0,25 6,30
Trap27+Arb3 7 7 100,00 0,29 3,20 Trap82+Arb4 6 6 100,00 0,27 1,40
Trap28+Arb3 13 13 100,00 0,24 6,30 Trap84+Arbl 7 6 8571 0,20 1,50
Trap29+Arb4 10 9 90,00 0,24 490 Trap85+Arbl 6 6 100,00 0,31 3,00
Trap31+Arb4 10 10 100,00 0,23 3,50 Trap86+Arbl 6 6 100,00 0,24 1,40
Trap32+Arbl 10 10 100,00 0,23 5,30 Trap88+Arbl 6 6 100,00 0,32 3,50
Trap33+Arb4 11 10 90,91 0,23 4,20 Trap89+Arb3 13 13 100,00 0,26 5,10
Trap34+Arbl 11 11 100,00 0,20 3,50 Trap90+Arb4 13 9 69,23 0,25 3,30
Trap35+Arb2 8 7 8750 0,25 4,20 Trap9l+Arbl 4 3 75,00 0,06 0,30
Trap36+Arb2 7 7 100,00 0,26 2,50 Trap92+Arbl 6 6 100,00 0,25 1,80
Trap38+Arb4 14 14 100,00 0,18 5,80 Trap93+Arb3 9 9 100,00 0,29 3,80
Trap39+Arb2 9 9 100,00 0,24 3,70 Trap95+Arb3 7 7 100,00 0,32 3,70
Trap40+Arb3 11 11 100,00 0,25 3,30 Trap97+Arbl 7 7 100,00 0,26 2,20
Trap41+Arb4d 7 7 100,00 0,22 2,50 Trap98+Arb3 6 6 100,00 0,22 3,00
Trap42+Arb3 7 7 100,00 0,23 2,60 Trap99+Arb4 6 6 100,00 0,28 4,20

Trap43+Arb4 3 2 66,67 0,22 1,00

*Poli: Polimorfismo; “PIC: Polymorphism Information Content; *Rp: Poder de resolucdo do

marcador.
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As variagOes genéticas que resultam em polimorfismos na sequéncia de
DNA podem ser funcionais, por causar mudancas no metabolismo celular ou
em caracteristicas fenotipicas ou neutras quando ndo estdo sujeitos a selecao
positiva ou negativa (Marsjan e Oldenbroek 2007). Os polimorfismos
moleculares que surgem devido a mutagbes podem resultar em um aumento
ou diminuicao da eficiéncia metabdlica, bem como em alteracbes nos padrdes
de expressdo génica em diversos niveis. Atualmente, existe uma necessidade
de ganhar eficiéncia nos programas de melhoramento genético por meio da
integracdo da informacdo gendmica funcional com a genética de forma a
elucidar a relacéo funcional entre gendtipo e fendétipo. Assim, um dos grandes
desafios dos programas de melhoramento € fazer a escolha correta de
marcadores genéticos moleculares para a identificagdo das variacbes
funcionais em rotas metabolicas especificas e de maior interesse nas culturas
alvo.

Especificamente no caso da mandioca, as 99 sequéncias ESTs
relacionadas aos iniciadores deste trabalho estdo associadas a distintas rotas
metabolicas relacionadas (Tabela 2). Contudo, a analise genética de alguns
genes associados a estas rotas metabolicas, com base em marcadores TRAP
indicaram maior polimorfismo (considerando um minimo de 70% de fragmentos
polimorficos, PIC >0,25 e Rp >3,21) nos genes associados a biossintese de
amido (Trapl3+Arb2), carotenoides (TrapO5+Arb3, TrapO7+Arb2 e
Trap40+Arb3), compostos cianogénicos (Trapl8+Arb3), deterioracao fisiologica
pos-colheita (Trap59+Arb2, Trap81l+Arb3, Trap89+Arb3, Trap93+Arb3 e
Trap95+Arb3), formacdo de raizes tuberosas (Trap20+Arb3), protecdo contra
estresse oxidativo (Trapll+Arb3) e resposta de defesa contra patdégenos
(Trap35+Arb2, Trap02+Arb2 e Trap47+Arb3) (Tabela 5).

Suman et al. (2012) relataram um alto nivel de polimorfismo em 64
gendtipos pertencentes a oito espécies de cana-de-aglcar (Saccharum sp.), ao
analisarem quatro genes associados a rota metabdlica de lignina em cana-de-
acucar, com uso da técnica TRAP. Por outro lado, este polimorfismo foi menor
em genes associados a rota metabdlica de sacarose, bem como de tolerancia
ao frio e seca (Alwala et al. 2006b). Isto indica, que mesmo se tratando de

regides gendbmicas associadas a fendtipos especificos, a garantia de uma
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maior cobertura gen6mica pela técnica de TRAP, precisa ser precedida por

etapas de otimizacdo do polimorfismo em genes alvo.

Alelos privados de marcadores TRAP

Alguns iniciadores TRAP foram capazes de identificar alelos privados,
ou seja, presentes em um unico individuo em determinados genotipos (Tabela
6). Observou-se 37 fragmentos privados em 20 dos 46 gendtipos de mandioca
avaliados. Em relacdo aos genétipos, foram observados de um (98150-06,
BGMO0048, BGM0050, BGM0066, BGM0289, BGM1116, BGM1291, BGM1632,
BGM1728, BGM2038, BRS Caipira e BRS Verdinha) a nove alelos privados
(BGM1341) (Tabela 6).

A presenca de alelos privados pode estar relacionada com algum grau
de evolucao ou adaptacdo a ambientes especificos que podem gerar estruturas
populacionais diferenciadas, ou mesmo alguma caracteristica especifica do
marcador utilizado. Assim, a presenca de alelos privados € um componente
importante para diferenciacdo de espécies e até mesmo individuos dentro das
espécies com caracteristicas especificas. Portanto, a identificacdo de diversos
alelos privados em mandioca com a técnica de TRAP, indica o seu grande
potencial de uso como marcador genético, para nortear estratégias de
conservacao da variabilidade e mesmo acfes relacionadas ao melhoramento

da cultura.
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Tabela 6. Relacdo de alelos privados detectados em 27 combinagbes de

iniciadores Target Region Amplification Polymorphism - TRAP.

Acessos Combinacao/alelo  Processo biolégico
96207-05 Trap38+Arb4 (180pb) Sinal de transducédo
Trap61+Arb3 (600pb) Deterioragao fisioldgica pés-colheita
98150-06 Trap39+Arb2 (NE*pb) Biossintese de carotenoides
BGMO004 Trap20+Arbl (650pb) Formacéo de raizes tuberosas
Trap31+Arb4 (1000pb) Metabolismo de ATP
BGMO0006 Trap32+Arbl (800pb) Biossintese de amido
Trap68+Arbl (510pb) Deterioragao fisioldgica pés-colheita
Trap32+Arbl1 (850pb) Biossintese de amido
BGMO0019 Trap46+Arb2 (240pb) Resposta de defesa XAM
Trap66+Arbl (300pb) Deterioragao fisioldgica pés-colheita
BGMO0048 Trapl7+Arb3 (400pb) Formacéo de raizes tuberosas
BGMO0050 Trap90+Arb4 (900pb) Deterioracao fisioldgica pos-colheita
BGMO0066 Trap22+Arb4 (1050pb) Metabolismo de glicose
BGMO0289 Trap34+Arbl (1500pb) Resposta de defesa
BGM1116 Trap38+Arb4 (230pb) Sinal de transducédo
Trap06+Arb1 (1050pb) Biossintese de carotenoides
BGM1179 Trap34+Arbl (1100pb) Resposta de defesa
Trap98+Arb3 (650pb) Deterioracéao fisioldgica pds-colheita
BGM1291 Trap81+Arb3 (1300pb) Deterioracgéao fisioldgica pds-colheita
Trap02+Arb2 (650pb) Resposta de defesa XAM
Trap08+Arb2 (300pb) Biossintese de carotenoides
Trap20+Arb3 (500pb) Formacéo de raizes tuberosas
Trap21+Arb3 (1000pb) Biossintese de carotenoides
BGM1341 Trap33+Arb4 (140pb) Biossintese de amido
Trap33+Arb4 (160pb) Biossintese de amido
Trap38+Arb4 (390pb) Sinal de transducédo
Trap52+Arb3 (400pb) Compostos cianogénicos
Trap52+Arb3 (450pb) Compostos cianogénicos
BGM1632 Trap71+Arb3 (1500pb) Deterioracéo fisioldgica pos-colheita
BGM1660 Trap03+Arb3 (1300pb) Estresse oxidativo e balanco de nutrientes
Trap41l+Arb4 (1000pb) Biossintese de carotenoides
BGM1728 Trapl6+Arb2 (300pb) Biossintese de carotenoides
BGM2038 Trap45+Arb3 (475pb) Biossintese de carotenoides
BGM2050 Trap06+Arbl (340pb) Biossintese de carotenoides
Trap98+Arb3 (600pb) Deterioracéo fisioldgica pos-colheita
BRS Caipira Trap81+Arb3 (220pb) Deterioracéo fisioldgica pos-colheita

BRS Verdinha

Trapl3+Arb2 (1500pb)

Biossintese de amido

*NE = ndo estimado.
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Moyib et al. (2012) utilizaram 18 marcadores microssatélites para
caracterizagdao de 43 variedades melhoradas de mandioca, previamente
avaliadas quanto a resisténcia a podridao radicular. Como resultado deste
trabalho foi identificado trés alelos privados presentes nas classes de
variedades altamente suscetiveis (SSRY12), suscetiveis (SSRY101) e
resistentes a podridao radicular (SSRY177). Em outro estudo, Alves-Pereira et
al. (2011) analisaram 10 locos de microssatélites para estudar a diversidade
genética e estruturacdo de variedades de mandioca cultivadas em diferentes
tipos de solo ao longo do Rio Madeira (Amazébnia Central, Brasil). Neste
estudo, foram encontrados 21 alelos privados presentes em variedades com
alto teor de compostos cianogénicos (“amargas”), enquanto que nas
variedades com baixo teor de compostos cianogénicos (“doce”) ndo foram
observados. A maioria dos alelos privados estava em baixas frequéncias, mas,
curiosamente, variedades coletadas em areas sujeitas a inundacéo
apresentaram alelos privados em maior frequéncia (>0,05). Por outro lado, em
espécies domesticadas com baixa variacdo genética, como é o caso da
mamona, a existéncia de alelos privados, mesmo com marcadores de alta

densidade como SNPs nao tem sido relatada (Foster et al. 2010).

Analise de agrupamento

O agrupamento com base na andlise Bayesiana, que considera todos os
gendtipos sem informacdo de origem (Pritchard et al. 2000), associado ao
método de Evanno et al. (2005), revelou a presenca de dois grupos principais
(k = 2) e quatro subgrupos (k = 4) (Figura 3). Segundo Evanno et al. (2005), em
modelos mais complexos, o STRUCTURE detecta o maior nivel hierarquico.
Isto poderia explicar o primeiro nivel hierarquico com K = 2 e um segundo nivel

comK=4.
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Figura 3: Estimativa de AK em fungéo do numero de grupos (k) de acordo com

a metodologia desenvolvida por Evanno et al. (2005).

Hierarquias semelhantes foram observadas em outras espécies de
propagagédo vegetativa. Emanueli et al. (2013) investigaram os padrbes de
diversidade molecular utilizando 22 microssatélites e 384 SNPs em 2273
acessos de videira domesticadas (Vitis vinifera ssp. sativa), espécies silvestres
(V. vinifera spp sylvestris), hibridos interespecificos e porta-enxertos. Os
resultados destes autores demonstraram a presenca de um primeiro nivel
hierarquico com K = 2, tanto para marcadores microssatélites quanto SNPs, e
picos de AK para K = 3 (microssatélites e SNPs) e K = 6 (microssatélites). A
estrutura com K = 2 possibilitou a discriminacdo dos acessos de Vitis nao-
vinifera (porta-enxertos) dos acessos V. vinifera (sativa e sylvestris).

A andlise Bayesiana com K = 2 indicou que a maioria dos individuos no
Grupo 1 (63%) e Grupo 2 (59%) possui uma alta ancestria em cada grupo
(Q>0,90), muito embora esta probabilidade seja bastante variavel dentro dos
grupos (0,57 a 0,99 no Grupo 1 e 0,51 a 0,99 no Grupo 2) (Figura 4). A
participacdo dos individuos em populagfes distintas indica que compartilham
algumas regides genémicas. Ao considerarmos a ancestria, observa-se que 0s
gendtipos BGM1633, BGM0036, BGM0100, BGM2052, BGM0014 e BGM1292
compartilham diversos alelos em ambos os grupos (0,51<Q<0,59). Por outro
lado, com K = 4 os individuos dos Grupos 2 e 3 apresentaram uma alta
probabilidade de alocac&o dentro destes grupos (0,99), enquanto que no Grupo
1 esta probabilidade variou de 0,42 (BGM2052) a 0,99 (BGM1179). No Grupo 4
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esta variacao foi de 0,46 (BGM0048) a 0,99 (BGM2038) (Figura 4). Utilizando
esta subestrutura, observou-se que de modo geral, houve uma alta
porcentagem de mistura em muitos acessos dos Grupos 1 e 4, com
possibilidade de alocacdo em mais de um grupo (Figura 4). Caso fosse
adotado um critério minimo de atribuicdo de 0,60, cerca de 20% dos acessos
nao seriam alocados em nenhum grupo. Quinze dos 46 acessos analisados
foram identificados como provenientes de uma unica fonte (Q>0,97).

A presenca de misturas nos genétipos dificulta a sua alocacdo em
grupos de diversidade bem definidos, mesmo com modelos de estrutura
populacional bastante rigorosos como os implementados pelo STRUCTURE.
Em um estudo desta natureza, Twito et al. (2007), verificaram que 25 SNPs
oriundos de regides génicas foram capazes de atribuir corretamente apenas 12
racas de galinha, enquanto outras oito racas diversas foram excluidos da
analise por apresentarem sérios problemas com a atribuicdo a populacdes
especificas.

Ao estruturar 0s genotipos de mandioca com K = 2 e 4, observou-se que
o clone melhorado 96207-05 presente no Grupo 1, com K =2 foi alocado no
Grupo 4, quando se considerou a estrutura do subgrupo (K = 4), enquanto que
0s acessos BGM0036 e BGM2052, previamente alocados no Grupo 2 com K =
2, foram realocados no Grupo 1 quando se utilizou K = 4 (Figura 4). Em todas
estas situacdes, quando se analisou a estruturacdo do subgrupo (K = 4), a
ancestria destes genotipos foi bastante baixa, sendo 0,56, 0,52 e 0,42 para
96207-05, BGM0036 e BGM2052, respectivamente. Uma possivel explicacéo
para isso pode ser a presenca de cruzamentos multiplos entre diferentes
individuos ao longo do processo de domesticacdo da espécie.

Observacdes de ancestria mdltipla a medida que se aumenta a
subdivisdo das populacdes foram observadas em espécies como o esturjao
branco (Acipenser transmontanus R.), na qual alguns individuos apresentaram
uma alta ancestria em um determinado grupo com K = 2 (Q>0,95), porém
guando se assumiu K = 3, a ancestria destes individuos foi dividida em dois

grupos, cada uma com um coeficiente de adesao de 0,50 (Schreier et al. 2012).
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Figura 4. Agrupamento inferido pela analise Bayesiana implementada pelo
software STRUCTURE v.2.3 (Pritchard et al. 2000; Falush et al. 2003; 2007,
Hubisz et al. 2009) para K = 2 e 4. Os gendtipos estado representados na linha
vertical, e cada agrupamento genético por uma cor distinta. Cada linha vertical
representa um individuo fracionado em segmentos cuja coloracdo e tamanho
séo proporcionais a porcentagem de alelos compartilhados em cada grupo. Em

detalhe acessos classificados em diferentes grupos para K =2 e K = 4.

Analise de Variancia Molecular (AMOVA)

Considerando as informacdes de passaporte sobre a origem dos
acessos realizou-se a AMOVA (Tabela 7) para determinar o grau de
diferenciacdo genética entre os acessos. Utilizando esta hierarquia, observou-
se que a maior parte da variagdo esta presente dentro dos grupos (99,37%).
Em gergelim, a analise de 32 marcadores AFLP indicou que mesmo com
apenas 5% da variancia entre grupos, houve diferenga significativa entre
grupos (P <0,05), com base no teste de permutagfes. Esta diferenciacdo
ocorreu basicamente em funcédo da grande diferenca existente entre acessos
da Asia Central em relacdo aos outros centros de diversidade (Laurentin e
Karlovsky 2006). No caso especifico da mandioca, observou-se a inexisténcia
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de diferenciacdo dos acessos com base na sua organizacdo em funcédo da

origem geogréfica (PhiPT = 0,006™).

Tabela 7. Analise da variancia molecular (AMOVA), considerando as
informacbes de origem dos acessos, conforme apresentado na Tabela 1,
utilizando 553 marcas Target Region Amplification Polymorphism - TRAP em

46 gendtipos de mandioca.

% de )
FV GL SQ QM E(QM) o PhiPT
variagao
Entre grupos 7 634,43 90,63 0,55 0,63 0,006"
Dentro dos grupos 38 3298,07 86,79 86,77 99,37

Total 45 3932,50

GL = Grau de liberdade, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado médio, E(QM) =

estimativa da variancia. PhiPT = indice de fixagdo de alelos, ns = ndo significativo.

A distribuicdo da diversidade genética em plantas depende da sua
evolucao, sistema de reproducao, fatores ecoldgicos e geograficos e muitas
vezes das atividades humanas (Ramanatha e Hodgkin 2002). No caso
especifico da mandioca, a polinizacdo cruzada desempenha um papel
importante neste mecanismo evolutivo, uma vez que a taxa de cruzamento
pode variar de 69 a 100% dependendo do acesso (Silva et al. 2003). Fatores
ecoldgicos e geograficos também tém apresentado um papel importante na
evolucdo de mandioca (Chavarriaga-Aguirre e Halsey 2005). Do ponto de vista
da domesticacado, estima-se que o homem tenha iniciado sua relacdo com a
mandioca cerca de 5000 a 7000 AC, de acordo com achados arqueoldgicos
(Gibbons 1990). Entretanto, o fluxo de materiais dentro do Brasil e até mesmo
em diferentes paises tenha se acentuado nos ultimos 30 anos. Geralmente
esta troca/migracéo € acompanhada pela troca de nomes dos genotipos o que
induz a erros na atribuicdo correta da origem do acesso. Isto certamente tem
contribuido para a baixa associacdo entre diversidade molecular e origem
geografica. Observacao desta natureza foi realizada por Mezette et al. (2013)
ao analisaram 419 acessos de mandioca com base em caracteristicas
morfolédgicas, na qual a maior parte da variagdo genética foi encontrada para

dentro das regides de obtencdo do germoplasma (95,6%). Isto implica em
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baixa diferenciacdo dos genétipos entre as regifes, provavelmente como
resultado do fluxo de genes e troca de genotipos entre as regides.

Considerando a divisdo dos acessos com base na sua forma de
obtencao, seja na forma de coleta, na natureza ou oriundos de programas de
melhoramento genético, também se observou maior parte da variacado genética
presente dentro destes dois grupos (Tabela 8), porém, observou-se uma
diferenca significativa entre grupos (PhiPT = 0,125, p<0,01). Estes resultados
sdo comparaveis aos observados por Raji et al. (2009b) ao avaliarem um
conjunto de variedades locais africanas e cultivares elite com base em 20
marcadores AFLP e 50 microssatélites, na qual se observou 83% da variacao
dentro das populacbes e 17% entre as variedades locais e variedades elite.
Estes autores ainda observaram que as cultivares de elite foram agrupados na
maioria dos casos de acordo com seu pedigree, porém com baixa variacdo
genética em comparacgao com as variedades locais.

No presente trabalho, a maioria das variedades melhoradas de
mandioca (69%) foi alocada no Grupo (K = 2), enquanto as demais (BGM2041,
BGM2050, BGM1728, BGM0100 e BGM0014) foram alocadas no Grupo 4
(Figura 4). Em mandioca, € comum a coleta de variedades locais que ap0s um
intenso processo de adaptacdo e validacdo agronbmica em diferentes regifes
produtoras sejam recomendadas como variedades melhoradas, sem serem
clones originados de hibridacdo. Assim, € possivel que um acesso seja
classificado como melhorado por ser uma variedade recomendada, quando de
fato foi obtido por introducéo de germoplasma. Este pode ser o caso especifico
dos acessos BGM2041, BGM0100 e BGM0014, que séo oriundos de doacdes
de antigos programas de melhoramento do Centro de Pesquisa do Cacau -
CEPEC e Instituto de Pesquisa e Experimentacdo Agropecuaria do Leste -
IPEAL, e que por isso ndo se sabe corretamente a forma de obtencéo, se por
coleta ou hibridacdo. Estas incoeréncias fazem com que os dados de
passaporte devam ser observados com cautela nos estudos de diversidade e
agrupamento genético. Apesar disso, observou-se uma boa formacdo de
grupos de diversidade de mandioca, levando em consideracdo o padrdo de

melhoramento.
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Tabela 8. Analise da variancia molecular (AMOVA), considerando a forma de
obtencdo dos acessos, em coleta e melhoramento, utilizando 553 marcas
Target Region Amplification Polymorphism - TRAP em 46 gendtipos de

mandioca.
% de )
FV GL SQ QM E(QM) ~_ PhiPT
variacao
Entre grupos 1 111,74 111,74 12,45 12,55 0,125**
Dentro dos grupos 44 3820,76 86,84 86,78 87,45
Total 45 3932,50

GL = Grau de liberdade, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado médio, E(QM) =
estimativa da variancia. PhiPT = indice de fixacdo de alelos, ** significativo a 1% de

probabilidade pelo método de randomizacao, utilizando 999 permutacdes.

Ao considerar os agrupamentos com dois (K = 2) ou quatro grupos (K =
4), de acordo com a analise Bayesiana sem considerar individuos com
ancestralidade misturada, observou-se que a maior parte da variacdo genética
estd presente dentro dos grupos, porém com uma importante diferenca
existente entre os grupos formados com ambos os tipos de estruturacao (PhiPT
=0,139 e 0,138, p<0,01, respectivamente) (Tabelas 9 e 10).

Tabela 9. Analise da variancia molecular (AMOVA), considerando os dois
grupos formados pelo STRUCTURE, com base na analise de 553 marcas

Target Region Amplification Polymorphism - TRAP em 46 gendtipos de

mandioca.
% de _
FV GL SQ QM E(QM) oL PhiPT
variagao
Entre grupos 1 114,83 114,83 14,03 13,92 0,139**
Dentro dos grupos 44 3817,67 86,77 86,78 86,08
Total 45 3932,50

GL = Grau de liberdade, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado médio, E(QM) =
estimativa da variancia. PhiPT = indice de fixacdo de alelos, ns = ndo significativo.**

significativo a 1% de probabilidade pelo método de randomizacgéo, utilizando 999 permutacdes.
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Ao utilizarem informacdes de agrupamento da andlise Bayesiana para a
particdo da variabilidade genética pela AMOVA, Wang et al. (2014), também
observaram que a maior parte da diversidade genética estava dentro dos
grupos (1,87% para K = 4 e 3,48% para K = 7), ao analisarem acessos de
damasco siberiano oriundos de 22 populagbes da China, com base em
marcadores microssatélites. Além disso, com as populacbes agrupadas de
acordo com a origem geografica, uma menor percentagem de variacao (1,98%)
foi explicada pelos fatores geogréficos.

Geralmente informacfes taxonémicas, origem geogréafica dos acessos,
condicdes edafoclimaticas, formas de coleta e obtencéo, data de coleta, dentre
outras, constam nos dados de passaporte do acesso. Portanto, os dados de
passaporte sdo de fundamental importancia para o uso e gestdo eficaz de
colecbes de germoplasma, sendo inclusive utilizados pelos curadores de
germoplasma e melhoristas para agrupamento de acessos, elaborar colecbes
nucleares ou identificar redundancias e lacunas nas cole¢des de germoplasma
(Hazekamp 2002). Entretanto, mesmo com toda esta importancia, os dados de
passaporte do BAG-Mandioca da Embrapa Mandioca e Fruticultura sdo antigos
e muitas informacdes estdo incompletas e em alguns casos observam-se
algumas incoeréncias. Por exemplo, muitos acessos ndo foram coletados in
situ, mas sim intercambiados com outras cole¢des nacionais, porém nos dados
de origem constam a localizacdo da instituicio doadora e ndo a origem de
coleta. Além disso, muitos acessos foram doados por agricultores que
simplesmente enviavam 0s acessos com um minimo de descricdo do material.
Adicionalmente, muitos acessos também foram acrescentados ao banco a
partir de coletas em locais isolados com um minimo de informacdo sobre a
origem do material.

Tudo isso faz com que as informacfes geradas pelos marcadores
moleculares sejam mais interessantes para a caracterizacdo do material
genético, por fornecer informacfes mais precisas e detalhadas em comparacao
com as informacgdes de passaporte, a exemplo das inconsisténcias observadas
em relacdo a origem geografica dos acessos (Colombo et al. 2000; Kawuki et
al. 2009; Asare et al. 2011; Mezette et al. 2013). Além disso, com 0 avango das
técnicas moleculares e formas de genotipagem as informac¢des moleculares, a

exemplo dos iniciadores TRAP desenvolvidos no presente trabalho, tendem a
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ser a forma mais rapida e pratica para conduzir estudos sobre os recursos

genéticos de mandioca em grande escala para um grande niamero de acessos.

Tabela 10. Analise da variancia molecular (AMOVA), considerando os quatro
grupos formados pelo STRUCTURE, com base na analise de 553 marcas

Target Region Amplification Polymorphism - TRAP em 46 genotipos de

mandioca.
% de )
FV GL SQ QM E(QM) L PhiPT
variacao
Entre grupos 3 41285 137,62 13,45 13,83 0,138**
Dentro dos grupos 42 3519,65 83,80 83,80 86,17
Total 45 3932,50
GL = Grau de liberdade, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado médio, E(QM) =
estimativa da variancia. PhiPT = indice de fixacdo de alelos.** significativo a 1% de

probabilidade pelo método de randomizacao, utilizando 999 permutacdes.

Implicacdes para a pesquisa com germoplasma e melhoramento

Considerando que a identificacdo e o uso apropriado da variacéo
genética constituem-se numa das principais etapas do melhoramento de
plantas, € preciso investir em técnicas e procedimentos que permitam a
obtencao de respostas rapidas e precisas para a analise de germoplasma ou
populacbes segregantes. Em relacdo a deteccdo da variacdo genética,
observa-se que de modo geral, a caracterizacdo molecular possui algumas
vantagens importantes em relacdo aos marcadores morfo-agronémicos como a
possibilidade de analise em qualquer estadio de desenvolvimento da planta e a
partir de qualquer tecido sem influéncia ambiental. Particularmente os
marcadores TRAP possuem a vantagem de ndo apresentarem custo para sua
descoberta, apds a obtencdo das sequencias expressas (Kwon et al. 2010),
além de terem suas supostas funcdes por analises de homologia (Zhang et al.
2010).

Em relacdo a identificacdo de variacdes genéticas no germoplasma de
mandioca, os marcadores TRAP poderdo contribuir para aumentar o uso de

recursos genéticos, pois as informacfes genotipicas permitem estabelecer o
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grau de parentesco e relacionamento dos acessos, possibilitando a
identificagdo de duplicatas e otimizacdo da conservagdo. Além disso, 0S
marcadores TRAP poderédo contribuir para o estabelecimento de colecbes
nucleares representativas da riqueza alélica do germoplasma, que poderao ser
alvo de intensas avaliacdes fenotipicas para caracteristicas de importancia
agrondmica visando até mesmo a associagdo alélica dos marcadores TRAP a
variantes fenotipicas passiveis de sele¢do indireta.

Do ponto de vista do melhoramento genético, os marcadores TRAP
desenvolvidos no presente trabalho poder&o contribuir para o desenvolvimento
de mapas genéticos saturados visando a identificagdo de genes ou locos
controladores de caracteristicas quantitativas (QTLs) de grande importancia
econdmica, a exemplo de deterioracdo fisiolégica pos-colheita, resisténcia a
doencas como couro de sapo, bacteriose e podriddo radicular, além de
caracteristicas produtivas como produtividade de raiz e amido. Além do
mapeamento em cruzamentos biparentais, os marcadores TRAP poderao
contribuir para 0 mapeamento associativo, selecdo gendmica e até mesmo na
mineracao de alelos Uteis a determinados processos bioldgicos.

Estas aplicacbes feitas até entdo em culturas de grande expressao
comercial, como milho, soja, tomate e trigo, poderédo se tornar uma realidade
para culturas orfas como € o caso da mandioca. Nas grandes culturas, o
melhoramento assistido por marcadores moleculares tem contribuido
sobremaneira para melhorar a predicdo do fenotipo através do genotipo
utilizando diferentes ferramentas e estratégias gendmicas (Pérez-de-Castro et
al. 2012; Lado et al. 2013). Este processo pode acelerar o desenvolvimento de
novas cultivares de mandioca com alto potencial produtivo e resisténcia ou
tolerdncia a estresses bioticos ou abidticos, considerando a facilidade e
praticidade de se trabalhar com amostras de DNA ao invés dos altos custos e

baixa acuracia da fenotipagem.
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SELECAO ASSISTIDA POR MARCADORES MOLECULARES PARA
RESISTENCIA AO CASSAVA MOSAIC DISEASE NA CULTURA DA
MANDIOCA

Resumo - O complexo de geminivirus conhecido como Cassava Mosaic
disease (CMD) € uma das viroses mais devastadoras da cultura da mandioca
(Manihot esculenta Crantz). O objetivo deste trabalho foi utilizar a selecéo
assistida por marcadores moleculares (SAM) para identificar potenciais
acessos resistentes ao CMD, bem como indicar cruzamentos promissores com
variedades elites do Brasil. Foram genotipados 1.274 acessos com cinco
marcadores moleculares (NS169, NS158, SSRY028, SSRY040 e RMEL1)
associados a resisténcia ao CMD, e 402 SNPs (Single-Nucleotide
Polymorphism). A indicagdo dos cruzamentos promissores foi feita com a
analise discriminante de componentes principais (ADCP) e com a matriz de
parentesco gendémico calculadas com marcadores SNPs. N&o foram
identificados acessos de M. esculenta com o gene CMD1, descrito em M.
glaziovii. Por outro lado, observou-se 5,03; 3,58 e 5,12% dos acessos com 0s
marcadores flanqueadores do gene CMD2: NS169+RME1, NS158+RME1 e
SSRY28+RMEL, respectivamente. Apenas sete acessos (0,55%) apresentaram
todas as marcas relacionadas. A ADCP dos sete acessos juntamente com 17
variedades elite de mandioca indicou a formacdo de trés grupos de
divergéncia. As potenciais fontes de resisténcia ao CMD foram alocadas em
dois grupos, enquanto as variedades elite foram distribuidas nos trés grupos.
As baixas estimativas de parentesco genémico (variacdo de -0,167 a 0,681,
média de 0,076), contribuiram para o sucesso na identificacdo de genoétipos
contrastantes. Dez variedades elite foram indicadas para cruzamento com as
fontes de resisténcia ao CMD. O uso da SAM em paises onde o CMD é uma
doenca quarentenaria constitui-se huma estratégia de sucesso, ndo somente
para identificacdo de acessos resistentes, mas também por orientar 0s

cruzamentos promissores.

Termos para indexagéo: Manihot esculenta; melhoramento; doenca; virose.
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MOLECULAR-ASSISTED SELECTION FOR RESISTANCE TO CASSAVA
MOSAIC DISEASE IN CASSAVA

Abstract - The geminiviruses complex known as cassava mosaic disease
(CMD) is one of the most devastating viruses for cassava (Manihot esculenta
Crantz). The objective of this study was to use molecular-assisted selection
(MAS) to identify CMD resistant accessions and indicate promising crosses with
Brazilian elite varieties. One thousand and seven hundred twenty-four
accessions were genotyped using five molecular markers (NS169, NS158,
SSRY028, SSRY040 and RMEL1) associated with resistance to CMD, along with
402 SNPs (single-nucleotide polymorphism). The promising crosses were
pointed out using discriminant analysis of main component (DAPC) and the
matrix of genomic relationship estimated with SNPs markers. The CMD1 gene
previously described in M. glaziovii was not found in accessions of M.
esculenta. In contrast, it was found 5.03; 3.58 and 5.12% of cassava
accessions with markers flanking the CMD2 gene: NS169+RME1,
NS158+RME1 and SSRY28+RMEL, respectively. Only seven accessions
(0.55%) presented all markers linked to the CMD resistance. The DAPC of the
seven accessions along with 17 cassava elite varieties indicated the formation
of three divergent clusters. Potential sources of resistance to CMD were divided
into two groups, while the elite varieties were distributed in three groups. The
low estimates on genomic relationship (range of -0.167 to 0.681, average of
0.076), contributed to the success in identifying contrasting genotypes. Ten elite
varieties were suitable for crossing with the potential sources of resistance to
CMD. The use of SAM in countries where the CMD is a quarantine disease
constitutes a successful strategy, not only for identifying the resistant

accessions, but also for guiding the promising crosses.

Index terms: Manihot esculenta; breeding; disease; virus.
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INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma cultura com crescente
importancia no mundo tropical, sendo um produto basico na alimentacédo de
uma parcela da populacdo brasileira, e em alguns paises do continente
africano, a cultura é considerada de seguranca alimentar. A mandioca tem forte
presenca na Africa tropical, Asia e América Latina e é o quarto cultivo mundial
mais importante nos paises em desenvolvimento, com uma producéo estimada
em mais de 276 milhdes de toneladas em 2013 (FAO 2014). Por outro lado, a
produtividade média mundial 12,88 tha™ é cerca de 6x menor do que o
potencial da cultura (Oliveira et al. 2012). Um dos principais fatores que
contribuem para esta baixa produtividade na cultura da mandioca é o ataque de
doencas.

Dentre as principais doencas da mandioca em nivel mundial, sobretudo
no continente africano, destacam-se as viroses conhecidas como Cassava
Mosaic disease — CMD (Legg e Thresh 2000; Legg e Fauquet 2004). O agente
causal do CMD esta relacionado a varias espécies de Cassava Mosaic
Geminiviruses — CMGs (familia Geminiviridae: Género: Begomovirus) e
algumas variantes recombinantes (Legg e Fauquet 2004; Bull et al. 2006;
Tiendrébéogo et al. 2012).

A doenca é caracterizada por sintomas tipicos de mosaico, como clorose
da folha e posterior deformacao diminuindo o crescimento e, por conseguinte a
producdo da planta (Thresh et al. 1994). O CMD ¢é transmitido pela Bemisia
tabaci (Genn.) bidtipo B em seus diferentes estadios, bem como pelo uso de
material propagativo infectado e por ferramentas de corte comumente utilizadas
nos tratos culturais da mandioca (De Bruyn et al. 2012). Os prejuizos causados
pela doenca podem chegar a 100% (Thresh et al. 1994) com estimativas de
perdas da producdo na Africa da ordem de US $440 milhGes anuais (Thresh et
al. 1997).

Dentre as principais medidas de controle do CMD o uso de variedades
resistentes é a solucdo mais eficaz, porque reduz as perdas de producao
causadas pela doenca e também reduz a fonte de inoculo nas lavouras
especialmente em variedades que suprimem acumulo de virus (Rabbi et al.

2014). O complexo de CMGs relacionado ao CMD nao foi relatado nas
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Ameéricas, embora o inseto vetor esteja presente na regido (Herrera Campo et
al. 2011). Portanto, mesmo n&o sendo um problema atual no Brasil, a intensa
troca de materiais propagativos entre paises e as condi¢bes favoraveis ao
estabelecimento da virose no Brasil justificam o direcionamento das atividades
de pesquisa relacionadas a identificacdo preventiva de fontes de resisténcia e
ao desenvolvimento de programas de melhoramento genético especificos.
Contudo, a proibicdo quarentendria no Brasil, impede a realizacdo de
inoculacdes artificiais em condi¢cbes controladas e especialmente em campo
visando a identificacdo de fontes de resisténcia ao CMD. Por outro lado, sendo
uma doenca controlada por poucos genes de efeito dominante, € possivel
implementar a selecdo assistida por marcadores moleculares (SAM) visando a
selecdo indireta de gendtipos resistentes na auséncia do patégeno. De fato,
fontes de resisténcia contra quase todas as espécies de CMGs foram
encontradas em variedades locais na Nigéria e outros paises do Oeste Africano
na década de 80, sendo denominadas série Tropical Manihot esculenta (TME)
(Fregene et al. 2001; Akano et al. 2002).

Os primeiros marcadores associados ao CMD foram relatados por
Fregene e Puonti-Kaerlas. (2002), que descreveram o microssatélite SSRY40
ligado ao gene CMD1. Posteriormente, Akano et al. (2002) identificaram um
marcador microssatélite (SSRY28) e um Restriction Fragment Length
Polymorphisms - RFLP (GY1) flanqueando o locus CMD2 a 9 e 8 cM de
distancia, respectivamente. Outros marcadores foram associados ao CMD2,
como o microssatélite SSRY106 e o Amplified Fragment Length Polymorphism
— AFLP E-ACC/M-CTC (Lokko et al. 2005), o Sequence-Characterized
Amplified Region - SCAR RMEL1 (Fregene et al. 2006) e 0s microssatélites
NS158 (Fregene et al. 2006) e NS169 (Okogbenin et al. 2007). Além disso, o
marcador microssatélite NS198 foi associado a um terceiro alelo de resisténcia
chamado CMD3 (Okogbenin et al. 2012). Em funcdo dos resultados destas
pesquisas, 0 uso da SAM para selecdo de plantas resistentes ao CMD em
populacdes segregantes de mandioca tem sido relatado na literatura, como
uma estratégia importante e rotineira nos programas de melhoramento
(Okogbenin et al. 2007; Okogbenin et al. 2012; Ribeiro et al. 2012).

A maioria dos trabalhos relacionados ao desenvolvimento de variedades

de mandioca resistentes ao CMD foi realizada em paises africanos, sobretudo
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por ser uma doenca endémica que ocasiona importantes perdas econdémicas.
Diante da perspectiva da chegada e estabelecimento da doenga no Brasil, é
premente a necessidade de direcionar esfor¢cos para a identificacdo preventiva
de fontes de resisténcia, a exemplo do que vem sendo feito na Africa. Assim, o
objetivo deste trabalho foi identificar fontes de resisténcia ao CMD no
germoplasma de mandioca da América Latina, com uso de marcadores
moleculares associados a doenca, além de sugerir cruzamentos contrastantes

com variedades elites para geracao de populacdes segregantes.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

A identificacdo de fontes de resisténcia ao CMD foi realizada utilizando
1.274 acessos de germoplasma pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma
de Mandioca (BAG-Mandioca) da Embrapa Mandioca e Fruticultura (Cruz das
Almas, Brasil), procedentes de varios ecossistemas do Brasil, bem como da
Colébmbia, Venezuela e Nigéria (Suplemento 1). Este banco € formado por
variedades locais e melhoradas resultante de procedimentos convencionais de
melhoramento, tais como cruzamento e selecdo, bem como pela selecdo de
variedades locais de alto potencial produtivo identificadas por agricultores ou
instituicbes de pesquisa.

A variedade TME-14 descrita pelo International Institute of Tropical
Agriculture  (IITA) da Nigéria (dados de passaporte disponivel em:
http://genebank.iita.org/), previamente reportada como altamente resistente ao

CMD, foi utilizada como testemunha para presenca dos fragmentos.

DNA genémico

O DNA genbmico foi extraido segundo protocolo CTAB (brometo de
cetiltrimetilaménio) conforme metodologia Doyle e Doyle (1987). Com o intuito
de avaliar a integridade do DNA e padronizar sua concentracdo, realizou-se
guantificacdo em gel de agarose 1,0% (p/v) corado com brometo de etidio (1,0
mg.L™) por comparacao visual com uma série de concentracées de DNA fago

Lambida (Invitrogen, Carlsbad, CA).
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Selecé&o assistida por marcadores moleculares

Os marcadores moleculares utilizados na SAM para identificagdo de
potenciais fontes de resisténcia foram um marcador RME1 (Fregene et al.
2006) do tipo SCAR e quatro microssatélites NS158 (Fregene et al. 2006),
NS169 (Okogbenin et al. 2012), SSRY28 (Akano et al 2002) e SSRY40 (Mba et
al 2001) (Tabela 1), enquanto o mapa de ligacdo dos marcadores associados
ao CMD2 é apresentado na Figura 1.

Tabela 1. Relacdo e sequéncia dos iniciadores utilizados na selecao assistida
para resisténcia ao Cassava Mosaic Disease (CMD), bem como sua
localizacdo no genoma e tamanho do alelo esperado (TAE).

. Localizacéo a L TAE
Gene Iniciador (Scaffold) Sequéncia do iniciador (pb)
— TGCATCATGGTCCACTCACT
S  SSRY40  06352* 293
O CATTCTTTTTCGGCATTCCAT
GTGCGAAATGGAAATCAATG
NS158 06906** 166
TGAAATAGTGATACATGCAAAAGGA
GTGCGAAATGGAAATCAATG
NS169 06906** 319
A GCCTTCTCAGCATATGGAGC
% TTGACATGAGTGATATTTTCTTGAG
SSRY28 05214** 180
GCTGCGTGCAAAACTAAAAT
N3o ATGTTAATGTAATGAAAGAGC
RME1 700

localizado AGAAGAGGGTAGGAGTTATGT

* De acordo Whankaew et al (2011); **De acordo com Rabbi et al. (2014).

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em volume final de 15uL
contendo 10 ng de DNA, tampéo de PCR 1X, 1,5 a 2,5 mM de MgCl,, 0,2 mM
de dNTP, 0,2 uM de cada iniciador e 1,0U da Tag DNA Polimerase (Phuthero,
1993). O programa de amplificacdo consistiu de um ciclo a 94 °C por 5 min; 27
a 30 ciclos a 94 °C por 40 s, 55, 56 ou 58°C por 40 s, 72 °C por 60 s; e
extensao final a 72 °C por 5 min em termociclador modelo Veriti® 96-well
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Os produtos amplificados foram

submetidos a eletroforese em gel de Agarose 2% p/v (Invitrogen, Carlsbad, CA)
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para o marcador RME1 e em gel de Agarose 1000 3% p/v (Invitrogen,
Carlsbad, CA) para os marcadores SSRY28, SSRY40, NS169 e NS158. A
eletroforese foi realizada em tampao TBE 0,5x (45 mM Tris-borate, 1,0 mM
EDTA) e a visualizagédo dos fragmentos foi feita com uso de brometo de etideo
(1,0 mg.L™) por meio de fotodocumentador (Vilber Lourmat, Marne la Vallée,
France). O tamanho dos fragmentos foi determinado visualmente com
marcador de peso molecular 50 pb (Ludwig Biotec, Alvorada, Brazil) e 100pb
(New England Biolabs, Beverly, MA).

Os acessos de mandioca foram classificados como possuidores dos
alelos associados a resisténcia ao CMD (sendo considerados resistentes - R)
ou com amplificacdo de outros alelos (sendo considerados suscetiveis - S) de

acordo com a presenca ou auséncia, respectivamente, do alelo associado a

doenca.
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Figura 1. Mapa de ligacdo dos marcadores associados ao CMD2, adaptado de
Akano et al. (2002), Fregene et al. (2006) e Mohan et al. (2013). Os numeros a

acima se referem as distancias genéticas calculadas em cM= centiMorgan.

Identificacdo de contrastes para geracdo de populacdes segregantes

Os acessos de germoplasma contendo os alelos relacionados a
resisténcia ao CMD identificados com uso da SAM, juntamente com dois
hibridos elite (9624-09 e 98150-06), nove variedades melhoradas (BRS Aipim
Brasil, BRS Caipira, BRS Formosa, BRS Guaira, BRS Kiriris, BRS Mulatinha,
BRS Tapioqueira, BRS Verdinha e Equador 72) e seis variedades locais
(Baianinha, Cidade Rica, lIrara, Lagoa, Mani Branca e Sergipe) foram
analisados com dados anteriores de genotipagem de 402 marcadores do tipo
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), obtidos por Oliveira et al. (2014).

As informacgdes dos marcadores SNPs foram utilizadas para proceder ao

agrupamento dos acessos potencialmente resistentes ao CMD juntamente com
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variedades elite com alto potencial produtivo, qualidade de amido, porte de
planta adequado ao sistema mecanizado de plantio, e resisténcia a doengas
foliares como antracnose e bacteriose. Este agrupamento tem como objetivo
identificar as combinacfes de parentais mais contrastantes para a geracao de
populacdes segregantes visando o desenvolvimento de variedades nacionais
com as caracteristicas agronémicas supracitadas.

A analise discriminante de componentes principais (ADCP) disponivel no
pacote adegenet para R, versdo 3.0.1 (R Development Core Team 2013) foi
utilizada para definicdo dos agrupamentos dos hibridos e variedades elite de
mandioca, pois esta técnica ndo requer uma definicdo a priori de grupos
genéticos (Jombart et al. 2010). Foram utilizados sucessivos agrupamento com
o método K-means e o Critério de Informacdo Bayesiano (BIC) para definicéo
do numero de grupos, em que K com o menor valor BIC representa 0 numero
de grupos mais provavel para o conjunto de dados em analise. Foram testados
valores de K de 1 a 10, com 10 corridas para cada K. Apos definido o numero
de grupos, foram retidos os eixos da analise de componentes principais que
explicam mais de 80% da variancia total dos dados.

A matriz de parentesco genémico entre os gendtipos de mandioca foi

obtida de acordo com vanRaden (2008), na qual U = , em que

Z7'
2> pid-py)
Z=M —-P, sendo M a matriz dos marcadores e P a matriz das frequéncias
alélicas expressas por 2(p, —0,5). As estimativas do parentesco gendmico
foram obtidas com uso da funcédo kin do pacote synbreed (Wimmer et al. 2012)
desenvolvido na plataforma R, verséao 3.0.1 (R Development Core Team 2013).

Estes dados foram utilizados como uma estratégia auxiliar para indicar os

cruzamentos mais contrastantes.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Implementacdo da SAM para resisténcia ao CMD
Nenhum alelo relacionado ao CMD1 e associado ao marcador SSRY40
foi encontrado nos acessos de mandioca brasileiros. Este resultado indica

auséncia de homologia do gene CMD1 no genoma de M. esculenta, tendo em



69

vista que este gene foi originalmente descoberto na espécie M. glaziovii
(Jennings 1976). De acordo com os autores, a resisténcia genética derivada de
M. glaziovii é do tipo poligénica, com heranca recessiva e herdabilidade de
0,60. Hibridos resultantes do cruzamento entre M. glaziovii e M. esculenta
conhecidos como Tropical Manihot Species - TMS tem sido utilizados como
fonte de resisténcia ao CMD na Africa (Legg e Fauquet 2004; Thresh e Cooter
2005), embora os resultados desta introgressdo na espécie cultivada nao
tenham apresentado grande sucesso nos ultimos anos (Rabbi et al. 2014).

Em funcdo da auséncia de gendtipos com o gene CMD1, os esfor¢cos
neste trabalho foram voltados para a identificacdo de acessos com o gene
CMD2. O SSRY28 foi o primeiro marcador de heranga codominante a ser
mapeado proximo do alelo CMD2 (9 cM) utilizando uma populacdo de
mapeamento oriunda do cruzamento entre a variedade local TMe-3 (resistente)
e o hibrido TMS30555 (suscetivel) (Akano et al. 2002). A variedade TMe-3 € a
fonte de original resisténcia ao CMD, porém no presente trabalho utilizou-se a
variedade TMe-14 que é considerada uma duplicata da fonte TMe-3 (Rabbi et
al. 2014), cujos resultados da genotipagem confirmaram o tamanho dos alelos
relacionados ao gene CMD?2 para todos os marcadores.

A analise individual da presenca dos alelos associados ao CMD2 para
0os marcadores NS169, NS158, SSRY28 e RME1l demonstrou que 19,29;
15,71; 22,74; e 26,51% dos acessos de mandioca apresentaram os alelos
associados a resisténcia ao CMD (Tabela 2). Por outro lado, a coincidéncia
genotipica dos acessos de mandioca em relacdo a resisténcia ao CMD foi
bastante variavel, de acordo com os marcadores utilizados (Tabela 3).

A coincidéncia genotipica em relacdo ao suposto comportamento dos
acessos de mandioca foi maior (0,74) para os marcadores NS158 x NS169 e
NS158 x SSRY28. A eficiéncia da SAM depende da proximidade da marca ao
gene de interesse, cujas distancias sdo estimadas por andlise de recombinacéo
génica. De fato, a distancia entre os marcadores NS158 x SSRY28 e NS158 x
NS169 é relativamente pequena, i.e., 2 cM (Mohan et al. 2013) e 9 cM
(Fregene et al. 2006), respectivamente (Figura 1). Isto certamente contribui
para que haja menor taxa de recombinagcdes entre estes marcadores. Além

disso, os marcadores NS158 e NS169 estdo ancorados no mesmo scaffold
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(Rabbi et al. 2014), o que reforca a ligacao fisica entre estes marcadores no

genoma de M. esculenta.

Tabela 2. NUmero de acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Mandioca
gue apresentam marcas ligadas ao gene CMD2 que confere resisténcia ao

Cassava Mosaic Disease (CMD).

Gendtipos contendo simultaneamente

Marcadores alelos relacionados a resisténcia
Total %
NS169 206 19,29
NS158 173 15,71
SSRY28 236 22,74
RME1 267 26,51
NS169 + RME1 61 5,03
NS158 + RME1 44 3,58
SSRY28 + RMEL1 62 5,12
NS169 + NS158 + RMEL1 9 0,71
NS158 + SSRY28 + RME1 16 1,27
NS169 + NS158 + SSRY28 + RME1 7 0,55

Tabela 3. Coincidéncia de gendtipos em relacdo a presenca dos marcadores
ligados a resisténcia ao Cassava Mosaic Disease (CMD) nos acessos do

Banco Ativo de Germoplasma de Mandioca.

Marcadores NS169 NS158 SSRY28
NS158 0,74
SSRY28 0,70 0,74
RME1 0,72 0,71 0,68

A combinacdo RME1l x SSRY28 apresentou a menor coincidéncia
genotipica (0,68), enquanto as combinacfes NS169 x SSRY28, NS169 x
RME1, NS158 x RME1 apresentaram coincidéncias intermediérias (variacdo de
0,70 a 0,72) (Tabela 3). Por outro lado, a maior distancia genética entre os

marcadores NS169 x RME1 (20 cM - Figura 1), tenderia a resultar em menor
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coincidéncia genotipica entre os acessos em funcdo da possibilidade de
ocorréncia historica de crossing-over entre estes marcadores, porém o0s
resultados demonstraram uma coincidéncia genotipica mediana (Tabela 3).

Ainda considerando a analise de marcadores individuais, Ribeiro et al.
(2012) utilizaram as estratégias de hibridacdo, selecdo assistida por
marcadores e avaliacdes da severidade para o CMD em condi¢cdes de campo,
no programa de melhoramento genético de mandioca de Gana. Estes autores
demonstraram que a selecdo baseada no marcador NS158 resultou na
identificacdo de um maior nimero de progénies resistentes em comparacao ao
SSRY28 e RMEL1.

Embora relatos de Okogbenin et al. (2007) indiguem que o germoplasma
de mandioca da América Latina seja bastante suscetivel ao CMD, os
resultados do presente trabalho indicam que a percentagem de acessos com
possivel resisténcia ao CMD possa chegar a mais de 20%, dependendo do
marcador. Isto certamente estd em acordo com alta variabilidade genética do
germoplasma nacional de mandioca, considerando que o Brasil € o seu centro
de origem (Olsen e Schaal 2001).

Adicionalmente, maior acuracia no uso da SAM pode ser obtida com uso
de marcadores flanqueando o gene de interesse, considerando a menor
chance de recombinacao entre os marcadores e o gene de interesse (Collard et
al. 2005; Collard e Mackill 2008). Assim, considerando as distancias genéticas
(Figura 1) e a estratégia de selecao simultanea de acessos com base no RME1
e demais marcadores, a acuracia de selecao € de 0,987; 0,993 e 0,994 para as
combinagcbes RME1l x NS169, RME1 x SSRY28 e RME1l x NS158,
respectivamente.

Ao utilizar esta estratégia, observou-se uma reducdo de mais de trés
vezes 0 numero de acessos de mandioca contendo os marcadores associados
ao CMD2, i.e., 5,03; 3,58 e 5,12% de acessos considerados resistentes para as
combinacdes NS169 + RME1l, NS158 + RMEl e SSRY28 + RMEL,
respectivamente. Por outro lado, a porcentagem de acessos contendo trés
marcas foi ainda menor, i.e., 0,71 e 1,27%, para NS169 + NS158 + RMEL1 e
NS158 + SSRY28 + RMEL, respectivamente. Por fim, a presenca dos quatro
marcadores foi observada em apenas sete acessos (0,55%) de mandioca

(Tabela 2). Genotipos contendo marcas relacionadas ao CMD2 mostraram-se
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resistentes quando avaliados em condi¢cées de campo sob infestacao natural
do patdégeno na Africa (Bi et al. 2010; Okogbenin et al. 2012; Ribeiro et al.
2012) e portanto, a utilizacdo de acessos com mais de um marcador associado
ao gene de interesse pode potencializar a selecdo de gendtipos resistentes em
paises como o Brasil, na qual o CMD € uma doencga quarentenaria.

Ao avaliarem progénies BC; oriundas de cruzamentos com fontes de
resisténcia ao CMD, Ribeiro et al. (2012) identificaram 82% dos individuos com
pelo menos um alelo para os marcadores RME1, SSRY28 e NS158, porém
apenas 62 individuos (28%) apresentaram os trés marcadores alelos
associados ao gene CMD2. Certamente a maior percentagem de individuos
resistentes ao CMD nesta populacdo BC; é devido ao fato de se tratar de
populacdes melhoradas.

A identificacdo de resisténcia em 2.490 genaotipos oriundos do programa
de melhoramento genético do CIAT, com uso dos marcadores RME1 e NS158
e posterior avaliagdo em condi¢des de campo em uma area com alta pressao
da doenca na Nigéria revelou que a acuracia de selecdo com base nestes dois
marcadores variou de 70 a 80%, dependendo das progénies analisadas (Blair
et al. 2007). Em outro estudo Okogbenin et al. (2007) fizeram uma primeira
introducdo de germoplasma da América Latina na Africa com materiais
oriundos de cruzamentos entre parentais elite do programa de melhoramento
do CIAT e uma segunda introducdo de materiais selecionados com base na
SAM (dois microssatélites e seis SCARS) e posterior avaliacdo dos genotipos
em condi¢des de campo sob infestacdo natural do CMD na Nigéria. No primeiro
conjunto de introdu¢des houve um efeito devastador da doenca com infeccao
de 100% das plantas ap6s um més de plantio. Porém, os resultados da
segunda introducdo indicaram que a introgressdo do gene CMD2 no
germoplasma de mandioca da América Latina via SAM, proporcionou alta
resisténcia em condicbes de campo, com 67,3% dos genoétipos possuindo
notas de 1 a 2 (escala de nota na qual 1 = plantas resistentes e 5 = plantas
altamente suscetiveis). Portanto, o uso da SAM pode apresentar uma alta
eficiéncia na indicacdo de genoétipos de mandioca com resisténcia comprovada
em condi¢cdes de campo. Isto certamente se deve a natureza dominante do

gene CMD2 e sua eficacia contra uma ampla gama de cepas virais.
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De fato a introdugéo do gene CMD2 em germoplasma diversos parece
ser a estratégia de controle mais efetivo contra o CMD, uma vez que a
incorporacdo do gene CMD1 em germoplasma exoético e posterior teste de
campo na Africa indicou que a incorporacdo do CMD1 n&o foi efetiva por se
tratar de um gene de efeito menor de natureza quantitativa (Fregene et al.
2006; Okogbenin et al. 2007). Por outro lado, o uso do gene dominante CMD2
foi bem sucedido na transferéncia de genes de resisténcia a genoétipos
pertencentes & América Latina (Okogbenin et al. 2007).

Andlise da diversidade parental disponivel para cruzamentos

Os sete acessos de mandioca (BGM0268, BGM0270, BGM0281,
BGMO0284, BGM0358, BGM0359 e BGM1370) contendo os alelos relacionados
ao CMD2 para os quatro marcadores tratam-se de variedades locais com
adaptacdo limitada ao seu local de origem e, portanto € preciso gerar
populacdes segregantes a partir de cruzamentos destas fontes de resisténcia
ao CMD com variedades elite nacionais visando o desenvolvimento de
variedades adaptadas as principais regides de cultivo e com caracteristicas
agronémicas de interesse. Para maximizar a segregacdo nas progénies, a
escolha de parentais deve combinar caracteristicas contrastantes, muitas
vezes inferidos pela divergéncia genética. Portanto, a andalise da divergéncia
dos 24 gendtipos com base na analise discriminante de componentes principais
(ADCP) e nas matrizes de parentesco genémico podem indicar 0s cruzamentos
mais contrastantes.

O critério de informacédo bayesiano (BIC), implementado na ADCP,
utilizando as sete fontes de resisténcia ao CMD e as 17 variedades elite
brasileiras, indicou que trés grupos de diversidade é o numero 6timo para
descrever a divergéncia deste conjunto de materiais (Figura 2). Assim, este
namero de grupos foi utilizado nas andlises subsequentes. A ADCP permite
identificar estruturas populacionais complexas com atribuicéo probabilistica dos
individuos em agrupamentos especificos, sem necessitar de pressuposi¢ées a
respeito do equilibrio de Hardy-Weinberg ou desequilibrio de ligacdo entre os
marcadores, minimizando assim a variagcdo dos agrupamentos (Jombart et al.
2010). A ADCP tem sido utilizada para grande volume de dados, especialmente

gerados por marcadores do tipo SNP. Recentemente, a ADCP foi utilizada na
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estruturagdo do germoplasma de Carica papaya L. com marcadores
microssatélites (Matos et al. 2013) e de mandioca com marcadores SNPs
(Oliveira et al. 2014).

Os trés grupos de diversidade formados pela ADCP sao bastante
discrepantes, havendo uma clara separagcdo dos grupos de acordo com a
representacdo das duas primeiras funcdes lineares (Figura 2). As fontes de
resisténcia ao CMD foram alocadas nos Grupos 1 (BGM0284, BGM0268 e
BGM1370) e 2 (BGM0268, BGM0270, BGM0358 e BGM0359). Embora, Rabbi
et al. (2014) tenham sugerido que todas as fontes de resisténcia monogénica
na mandioca sao derivadas de um Unico ancestral comum, alguns autores
sugerem a existéncia de outros genes de resisténcia ao CMD (Bi et al. 2010;
Okogbenin et al. 2012). As sete fontes de resisténcia encontradas no presente
trabalho foram claramente alocadas em diferentes grupos de divergéncia e,
portanto indicam a existéncia de variabilidade genética nestes gendtipos néo
associadas aos locos de resisténcia, que possivelmente contribuira para a
geracdo de individuos transgressivos a partir dos cruzamentos com as
variedades elite. Contudo, ndo € possivel afirmar que se trata de fontes de
resisténcia diferentes daquelas cultivadas na Africa.

Com relacéo as variedades elite de mandioca, ndo houve uma tendéncia
de agrupamento de acordo com o seu grau de melhoramento, pois tanto os
hibridos, quanto as variedades melhoradas e variedades locais foram alocadas
em diferentes grupos. As variedades BRS Aipim Brasil, BRS Kiriris e
Ecuador72 foram agrupadas ao Grupo 1, enquanto o hibrido 9624-09 e as
variedades BRS Caipira, BRS Mulatinha e BRS Tapioqueira foram alocadas no
Grupo 2. O outro hibrido (98150-06), e as variedades BRS Verdinha, BRS
Formosa, BRS Guaira, Baianinha, Mani Branca, Cidade Rica, Irara, Lagoa e
Sergipe foram alocadas no Grupo 3 (Figura 3, Tabela 4).

As estimativas de parentesco gendmico com base nos marcadores
SNPs entre todos os pares de genoétipos de mandioca apresentaram variacao
de -0,167 a 0,681, com média de 0,076 (Figura 3). Os valores negativos de
parentesco gendmico indicam pares de individuos que compartilham poucos
alelos em comparagédo ao esperado com base nas suas frequéncias alélicas,
enquanto valores positivos representam o oposto. Portanto, de modo geral as

estimativas obtidas indicam um baixo parentesco entre os individuos, o que
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certamente contribui para a maximizagcédo dos ganhos esperados com a selecao

nas populacdes segregantes a serem geradas.

Autovalor ACP

Autovalor AD

Figura 2. Grafico de dispersao do primeiro e segundo componente principal da
analise discriminante de componentes principais (ADCP) com base na anélise
de 24 gendtipos de mandioca com 402 marcadores do tipo Single-Nucleotide
Polymorphism (SNP). Os clusters, representados por ndameros e cores
diferentes representam os acessos analisados. Os autovalores da analise de
componentes principais (ACP) e analise discriminante (AD) também sao

apresentados.

De acordo com a Figura 3, as maiores estimativas de parentesco
gendémico foram observadas entre as fontes de resisténcia ao CMD: BGM0281
x BGM0284 (0,457) e BGM0284 x BGM1370 (0,373); bem como entre 9624-09
x BRS Caipira (0,334), 9624-09 x BRS Tapioqueira (0,666) e BRS Caipira X

BRS Tapioqueira (0,324). Isto é condizente com a ADCP, uma vez que todas
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estas combinacdes de genotipos pertencem ao mesmo grupo. Com base
nestes resultados, a recomendagdo de cruzamentos que envolvam estes
gendtipos ndo seria indicada.

A primeira separacdo dos acessos de mandioca em trés grupos, com
base na ADCP dos marcadores SNPs, indicou um nivel hierarquico a ser
utilizado para direcionamento dos possiveis cruzamentos mais contrastantes
com base nas informac¢des moleculares. Portanto, levando-se em consideragao
os agrupamentos formados pela ADCP, a escolha dos melhores cruzamentos
entre as fontes de resisténcia ao CMD e as variedades elite de mandioca mais
plantadas no Brasil foi feita considerando as duas combinagbes mais
contrastantes em relagao ao parentesco gendmico (Tabela 4).

Para as fontes de resisténcia BGM0284 e BGM1370, pertencentes ao
Grupo 1, as combinacfes de cruzamentos com menor grau de parentesco
foram obtidas entre as variedades do Grupo 3 (Tabela 4). Para o acesso
BGMO0281, as duas combinacdes genotipicas mais contrastantes foram aquelas
com as variedades BRS Mulatinha (-0,109) e BRS Tapioqueira (-0,094), ambas
pertencentes ao Grupo 2. Por outro lado, para a fonte BGM0284, as menores
estimativas de parentesco foram obtidas com as variedades Cidade Rica (-
0,267) e Lagoa (-0,283), enquanto que para a fonte BGM1370 as melhores
combina¢des foram com as variedades Baianinha (-0,202) e Lagoa (-0,168).
Mesmo com grau de parentesco mediano, observou-se que as fontes de
resisténcia BGM0281 e BGM0284 apresentaram menor grau de parentesco
com diferentes variedades, o que certamente podera contribuir para aumentar
a variabilidade genética nas populacbes segregantes, carregando desta forma
backgrounds genéticos bastante divergentes.

Para as fontes de resisténcia ao CMD pertencentes ao Grupo 2
(BGM0268, BGM0270, BGMO0358 e BGMO0359), observou-se maior
complementacdo (menor grau de parentesco genémico) com as variedades
pertencentes ao Grupo 3. As melhores combinacdes de cruzamentos para a
fonte BGM0268 foram observadas entre BRS Guaira (-0,211) e Lagoa (-0,186),
enquanto para BGM0270 foram BRS Guaira e Irar4, ambas com o0 mesmo grau
de parentesco (-0,176). Para a fonte BGM0358, as melhores combinagdes
foram entre o hibrido 98150-06 (-0,166) e a variedade Mani Branca (-0,177).
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Por outro lado, as combinagbes com menor grau de parentesco com a fonte
BGMO0359 foram Mani Branca (-0,178) e Sergipe (-0,146).

Mapa de cores e histograma
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Tabela 4. Estimativas de parentesco gendmico entre as sete fontes de
resisténcia ao Cassava Mosaic Disease (CMD) e as 17 variedades elite de

mandioca. Os cruzamentos selecionados para cada fonte de resisténcia sao

Fontes de resisténcia ao CMD

GLUp Variedades elite GE:ch;pl\jl)l BGM BGM Beﬂup;ém BGM
_ 0281 0284 1370 0268 0270 0358 0359
ggﬁilf*'p'm 001 0087 1o 0192 0163 o). 0013
BRS Kiriris 0036 0125 035 0034 0,040 0,059 0,109
Ecuador72 0,000 0,210 0037 0034 0045 (/0 o 4e
9624-09 0,092 0018 0063 0018 0,007 2069 0052
BRS Caipira 0,689 o,ies o,i17 o,ios 0,684 0,632 0,007
BRS Mulatinha o 759 0131 0112 0,034 0,032 0035 0,077
'I?FaR;)Sioqueira 0094 0012 0,065 0036 0,025 %123 0.106
98150-06 0022 0069 0074 0076 0106 0166 0,143
Baianinha 0062 0053 0202 %% 0023 0060 0038
BRS Formosa 074 0049 %927 0104 0094 0049 0,043
BRSGuaira 0,028 (170 0007 0511 0476 0115 0,092
ManiBranca 057 0160 0125 0039 0077 0477 0178
BRS Verdinha 0018 (505 0114 0181 0,162 0,045 0,055
Cidade Rica 0052 0267 0023 0058 0047 0083 0,109
Irara 0013 0100 %1% 0179 0176 0100 0093
Lagoa 0,660 0,2:83 0,1:68 0,1:86 o,i75 o,i15 0,1-25
Sergipe 0111 165 0004 135 109 0128 0.146
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A utilizacdo de genotipos resistentes € boa estratégia a médio e longo
prazo para enfrentar o CMD. Contudo, o desenvolvimento de novas variedades
de mandioca néo deve ser feito com foco exclusivo na introducdo do gene
CMD2, pois existe uma grande preferéncia dos agricultores por variedades
locais ou melhoradas que atendam a caracteristicas especificas de qualidade e
sabor das raizes (quando destinadas ao consumo in natura), bem como pela
alta produtividade de amido, quando destinada a industria de amido.

De fato, existem exemplos classicos na Africa, na qual variedades
resistentes ao CMD foram rejeitadas por agricultores em Uganda, por
apresentarem qualidade inferior das raizes quando comparadas as variedades
adaptadas localmente (Kawuki et al. 2011). A introgressdo de genes de
resisténcia ao CMD em variedades com caracteristicas desejaveis se torna
crucial para adocao das novas variedades, tal como foi feito por outros autores
(Okogbenin et al. 2007; Kawuki et al. 2011; Ribeiro et al. 2012).

Por se tratar de uma espécie heterozigotica, certamente havera uma alta
segregacao nas progénies F; derivadas dos cruzamentos sugeridos no
presente trabalho, resultando na geracédo de genotipos bastante diferentes dos
parentais. Contudo, a recombinacdo de genes presentes nas variedades elite
brasileiras ja plantadas pelos agricultores representa um avanco importante na
criacdo de novas variedades com backgrounds genéticos divergentes, porém

com caracteristicas desejaveis e ja aceitas pelos agricultores e consumidores.

Perspectivas para o melhoramento da mandioca com vistas a resisténcia
ao CMD

Atualmente o CMD nao ocorre nas Américas, porém o seu principal
inseto vetor (mosca branca) ja foi relatado nesta regido, enquanto sua forma
alternativa, o biétipo B (B. argentifolia) € de ocorréncia generalizada, e de
acordo com Polston e Anderson (1997) a sua gama de hospedeiros inclui a
mandioca. Portanto, a perspectiva de chegada da doenca no Brasil e de uma
possivel adaptacdo de alimentacdo do bidtipo B a mandioca, faz com que os
programas de melhoramento genético desenvolvam medidas de prevencao.
Assim, a incorporacdo da resisténcia ao CMD nas variedades brasileiras tem

sido um dos objetivos do programa da Embrapa nos ultimos anos.
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Em se tratando de uma doenga quarentenaria no Brasil, a SAM constitui
uma das unicas formas de se iniciar a identificacdo de fontes de resisténcia na
auséncia do patdgeno. Isto é especialmente valido para culturas de ciclo longo
(>12 meses), como é o caso da mandioca, na qual sédo necessarios de 8 a 12
anos para o desenvolvimento de uma variedade, utilizando procedimentos
convencionais (Okogbenin et al. 2007; Oliveira et al. 2012). No caso especifico
do melhoramento da mandioca para resisténcia ao CMD, a SAM foi utilizada
para a identificacdo inicial das fontes de resisténcia, enquanto os marcadores
SNPs foram utilizados para estimacdo do parentesco dos individuos visando a
orientacdo dos cruzamentos. Apos a obtencao das populacdes segregantes Fi,
a SAM serd novamente utilizada para identificagdo dos segregantes com 0s
alelos de resisténcia ao CMD de forma a reduzir o numero de plantas a serem
avaliadas na fase de seedlings e etapas subsequentes do processo seletivo.
Adicionalmente utilizando a SAM o0 prazo para a deteccdo dos genotipos
resistentes ao CMD é de apenas dois anos (desde o cruzamento até a
obtencdo das plantas Fi), contra os oito anos com base no melhoramento
convencional (desde o cruzamento até a realizacdo dos ensaios avancados de
resisténcia e producéo). Assim, como a mandioca € uma cultura de propagacéo
vegetativa, o0 uso da SAM permite que os melhoristas concentrem seus
esforcos apenas nos genétipos identificados como resistentes nas primeiras
fases do programa de melhoramento, cujos genotipos estéo fixados, e com isso
pode-se reduzir o numero de ciclos de avaliacdo. Esta estratégia certamente
trard impactos positivos na reducdo dos ciclos de selecdo e com isso nos
custos envolvidos na avaliacdo dos genétipos em condicbes de campo, a
exemplo do que tem sido realizado em outros programas (Blair et al. 2007;
Okogbenin et al. 2007; 2012; Ribeiro et al. 2012).

O melhoramento genético de qualquer cultura depende da extenséo da
variabilidade genética presente no germoplasma, muito embora historicamente
os programas de melhoramento de mandioca utilizam poucos parentais nos
cruzamentos, sobretudo em funcdo do desconhecimento do potencial
agrondmico e da variacdo genética disponivel. Neste sentido, os resultados
obtidos no presente trabalho em relacdo a identificacdo de possiveis fontes de
resisténcia ao CMD, juntamente com a indicagdo de variedades com

caracteristicas desejaveis como resisténcia a algumas doencas da parte aérea
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(BRS Caipira, BRS Mulatinha, BRS Tapioqueira e BRS Formosa) e das raizes
(BRS Kiriris, BRS Aipim Brasil e Mani Branca), resisténcia a acaros e
percevejos (Ecuador72), alta produtividade de raizes e amido (9624-09, 98150-
06, Baianinha, Cidade Rica, Irard, Lagoa e Sergipe) e tolerancia ao déficit
hidrico (BRS Guaira, BRS Verdinha), constituem um grande avanco no
direcionamento de cruzamentos especificos. Portanto, espera-se que as
estratégias de melhoramento preventivo implementada no programa de
melhoramento da Embrapa via SAM possa contribuir para reduzir o nimero de
ciclos de sele¢do necessarios para a transferéncia dos alelos de resisténcia ao
CMD, bem como gerar novas variedades de mandioca com caracteristicas

desejaveis para a indUstria e para 0 consumo in natura.
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Suplemento 1: Relagdo de individuos utilizados na genotipagem com os marcadores RME1, NS158, NS169, SSRY028 e

SSRYO040 relacionados ao gene que confere resisténcia ao mosaico africano, pertencentes ao Banco de Germoplasma de Manihot

esculenta Crantz da Embrapa Mandioca e Fruticultura e respectivo local de origem.

N.° Acessos Local N.°  Acessos Local N.°  Acessos Local N.°  Acessos Local
1 BGMO0003 Brasil 15 BGMO0022 Brasil 29 BGMO0038 SE/BR 43 BGMO0053 BA/BR
2 BGMO0004 BA/BR 16 BGMO0023 BA/BR 30 BGMO0040 BA/BR 44  BGMO0054 PA/BR
3 BGMO0005 MG/BR 17 BGMO0024 SE/BR 31 BGMO0041 Brasil 45 BGMO0056 SE/BR
4 BGMO0006 MG/BR 18 BGMO0025 BA/BR 32 BGMO0042 BA/BR 46 BGMO0057 Brasil
5 BGMO0007 BA/BR 19 BGMO0027 Brasil 33 BGMO0043 MG/BR 47 BGMO0058 Brasil
6 BGMO0009 BA/BR 20 BGMO0028 BA/BR 34 BGMO0044 Brasil 48 BGMO0060 Brasil
7 BGMO0010 BA/BR 21 BGMO0029 BA/BR 35 BGMO0045 Brasil 49 BGMO0061 PA/BR
8 BGM0011 BA/BR 22  BGMO0030 Brasil 36 BGMO0046 SP/BR 50 BGMO0062 BA/BR
9 BGM0014 BA/BR 23 BGMO0031 BA/BR 37 BGMO0047 BA/BR 51 BGMO0064 BA/BR
10 BGMO0016 BA/BR 24  BGMO0032 RN/BR 38 BGMO0048 BA/BR 52 BGMO0065 BA/BR
11 BGMO0018 Brasil 25 BGMO0033 BA/BR 39 BGMO0049 Brasil 53 BGMO0066 PA/BR
12 BGMO0019 PA/BR 26 BGMO0035 RN/BR 40 BGMO0050 BA/BR 54  BGMO0067 PA/BR
13 BGMO0020 SP/BR 27 BGMO0036 BA/BR 41 BGMO0051 BA/BR 55 BGMO0069 BA/BR
14 BGMO0021 PA/BR 28 BGMO0037 Brasil 42 BGMO0052 Brasil 56 BGMO0070 PA/BR




Suplemento 1: continuagao...

N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local

57 BGMO0O0O71 NR 80 BGM0104 BA/BR 103 BGMO0136 BA/BR 126 BGMO0164 BA/BR
58 BGMO0072 BA/BR 81 BGMO0106 SE/BR 104 BGMO0137 BA/BR 127 BGMO0165 Brasil

59 BGMO0073 BA/BR 82 BGMO0109 BA/BR 105 BGMO0138 BA/BR 128 BGMO0166 BA/BR
60 BGMO0074 BA/BR 83 BGMO0113 BA/BR 106 BGMO0140 BA/BR 129 BGMO0167 BA/BR
61 BGMOO75 Brasil 84 BGMO0115 BA/BR 107 BGMO0143 Brasil 130 BGMO0168 BA/BR
62 BGMO0076 BA/BR 85 BGMO0116 BA/BR 108 BGMO0144 BA/BR 131 BGMO0169 BA/BR
63 BGMO0078 BA/BR 86 BGMO0117 SE/BR 109 BGMO0145 BA/BR 132 BGMO0170 Brasil

64 BGMO0080 PE/BR 87 BGM0118 SE/BR 110 BGMO0146 BA/BR 133 BGMO0171 Brasil

65 BGMO0082 SC/BR 88 BGMO0119 SE/BR 111 BGMO0148 BA/BR 134 BGMO0173 SE/BR
66 BGMO0083 BA/BR 89 BGMO0120 BA/BR 112 BGMO0149 RJ/BR 135 BGMO0174 BA/BR
67 BGMO0084 BA/BR 90 BGMO0121 BA/BR 113 BGMO0150 BA/BR 136 BGMO0175 BA/BR
68 BGMO0085 SE/BR 91 BGMO0122 PA/BR 114 BGMO0151 BA/BR 137 BGMO0177 SP/BR
69 BGMO0087 SE/BR 92 BGMO0123 BA/BR 115 BGMO0152 BA/BR 138 BGMO0178 BA/BR
70 BGMO0088 BA/BR 93 BGMO0124 Brasil 116 BGMO0153 BA/BR 139 BGMO0179 BA/BR
71 BGMO0089 Brasil 94 BGMO0126 BA/BR 117 BGMO0154 Brasil 140 BGMO0181 BA/BR
72  BGMO0090 BA/BR 95 BGMO0127 BA/BR 118 BGMO0155 BA/BR 141 BGMO0182 BA/BR
73 BGMO0091 RN/BR 96 BGMO0128 MG/BR 119 BGMO0156 BA/BR 142 BGMO0183 Brasil

74 BGMO0093 Brasil 97 BGMO0130 BA/BR 120 BGMO0157 Brasil 143 BGMO0184 BA/BR
75 BGMO0094 BA/BR 98 BGMO0131 PA/BR 121 BGMO0158 BA/BR 144 BGMO0185 BA/BR
76  BGMO0096 BA/BR 99 BGMO0132 PA/BR 122 BGMO0160 BA/BR 145 BGMO0186 BA/BR
77 BGMO0097 BA/BR 100 BGMO0133 BA/BR 123 BGMO0161 BA/BR 146 BGMO0187 BA/BR
78 BGMO0098 Brasil 101 BGMO0134 BA/BR 124 BGMO0162 BA/BR 147 BGMO0188 BA/BR
79 BGMO0100 BA/BR 102 BGMO0135 BA/BR 125 BGMO0163 BA/BR 148 BGMO0189 RN/BR

87



Suplemento 1: continuagao...

N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local
149 BGMO0190 BA/BR 172 BGMO0232 BA/BR 195 BGMO0268 BA/BR 218 BGMO0297 Colébmbia
150 BGMO0194 RJ/BR 173 BGMO0235 SP/BR 196 BGMO0269 SE/BR 219 BGM0298 Colémbia
151 BGMO0196 BA/BR 174 BGMO0236 SP/BR 197 BGMO0270 BA/BR 220 BGMO0303 Colébmbia
152 BGMO0199 SP/BR 175 BGMO0237 BA/BR 198 BGMO0271 BA/BR 221 BGM0304 Coléombia
153 BGMO0201 BA/BR 176 BGMO0238 Brasil 199 BGMO0273 BA/BR 222 BGMO0306 Colémbia
154 BGMO0202 BA/BR 177 BGMO0239 Brasil 200 BGMO0276 SP/BR 223 BGMO0307 Colémbia
155 BGMO0204 BA/BR 178 BGM0240 BA/BR 201 BGMO0277 SE/BR 224 BGMO0308 SP/BR
156 BGMO0205 BA/BR 179 BGMO0241 Brasil 202 BGMO0278 NR 225 BGMO0310 Colébmbia
157 BGMO0206 BA/BR 180 BGMO0242 BA/BR 203 BGMO0279 BA/BR 226 BGM0312 Colémbia
158 BGMO0207 BA/BR 181 BGMO0245 NR 204 BGMO0280 SE/BR 227 BGM0316 Colémbia
159 BGMO0208 BA/BR 182 BGMO0246 NR 205 BGMO0281 BA/BR 228 BGM0318 Colémbia
160 BGMO0209 SP/BR 183 BGMO0247 Brasil 206 BGM0282 BA/BR 229 BGMO0319 Colémbia
161 BGMO0210 BA/BR 184 BGMO0248 BA/BR 207 BGM0283 Brasil 230 BGM0323 Colémbia
162 BGMO0211 SP/BR 185 BGMO0249 BA/BR 208 BGM0284 BA/BR 231 BGM0324 Colémbia
163 BGMO0212 BA/BR 186 BGMO0250 BA/BR 209 BGMO0285 Brasil 232 BGM0326 Colémbia
164 BGMO0213 BA/BR 187 BGMO0254 BA/BR 210 BGMO0286 Brasil 233 BGMO0327 Colémbia
165 BGMO0214 SP/BR 188 BGMO0257 BA/BR 211 BGM0287 Brasil 234 BGMO0330 Colémbia
166 BGMO0215 RJ/BR 189 BGMO0260 SE/BR 212 BGM0288 BA/BR 235 BGM0331 Colémbia
167 BGMO0216 RJ/BR 190 BGMO0261 BA/BR 213 BGM0289 Colbmbia 236 BGM0332 Colémbia
168 BGMO0217 BA/BR 191 BGMO0263 BA/BR 214 BGM0290 Colébmbia 237 BGM0336 Colémbia
169 BGMO0220 BA/BR 192 BGMO0264 BA/BR 215 BGM0291 Colébmbia 238 BGM0337 Colémbia
170 BGMO0222 BA/BR 193 BGMO0265 BA/BR 216 BGM0294 Colébmbia 239 BGM0338 Colémbia
171 BGMO0226 BA/BR 194 BGMO0266 BA/BR 217 BGMO0295 Colébmbia 240 BGMO0340 Colémbia
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Suplemento 1: continuagao...

N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local
241 BGMO0341 Colombia 264 BGMO0378 CE/BR 287 BGM0414 SP/BR 310 BGMO0444 SP/BR
242 BGM0342 Colbmbia 265 BGMO0380 CE/BR 288 BGMO0419 Brasil 311 BGMO0445 Brasil
243 BGMO0343 Venezuela 266 BGM0382 CE/BR 289 BGMO0420 Brasil 312 BGMO0447 Brasil
244 BGMO0345 Colbmbia 267 BGMO0383 CE/BR 290 BGMO0421 SP/BR 313 BGMO0448 RJ/BR
245 BGMO0349 Colombia 268 BGM0386 CE/BR 291 BGMO0422 SP/BR 314 BGMO0449 Brasil
246 BGMO0352 SP/BR 269 BGMO0388 ES/BR 292 BGMO0423 Brasil 315 BGMO0451 NR
247 BGMO0356 SP/BR 270 BGMO0389 RJ/BR 293 BGMO0425 Coldombia 316 BGMO0452 Brasil
248 BGMO0357 SP/BR 271 BGMO0390 ES/BR 294 BGMO0426 Brasil 317 BGMO0454 RJ/BR
249 BGMO0358 BA/BR 272 BGMO0393 ES/BR 295 BGMO0427 Brasil 318 BGMO0455 ES/BR
250 BGMO0359 BA/BR 273 BGMO0394 RJ/BR 296 BGMO0428 Brasil 319 BGMO0460 Brasil
251 BGMO0360 Colémbia 274 BGM0395 ES/BR 297 BGMO0431 NR 320 BGMO0461 RJ/BR
252 BGMO0361 Brasil 275 BGMO0396 ES/BR 298 BGMO0432 Brasil 321 BGMO0462 Brasil
253 BGMO0362 Brasil 276 BGMO0398 RJ/BR 299 BGMO0433 Brasil 322 BGMO0463 Brasil
254 BGMO0364 CE/BR 277 BGMO0399 ES/BR 300 BGMO0434 Brasil 323 BGMO0464 MG/BR
255 BGMO0365 CE/BR 278 BGMO0400 ES/BR 301 BGMO0435 Brasil 324 BGMO0465 NR
256 BGMO0366 Brasil 279 BGMO0405 ES/BR 302 BGM0436 RJ/BR 325 BGMO0467 PA/BR
257 BGMO0367 CE/BR 280 BGMO0406 ES/BR 303 BGM0437 Brasil 326 BGMO0468 RJ/BR
258 BGMO0369 CE/BR 281 BGMO0407 SP/BR 304 BGM0438 Brasil 327 BGMO0469 Brasil
259 BGMO0371 CE/BR 282 BGMO0408 Brasil 305 BGM0439 Brasil 328 BGMO0470 Brasil
260 BGMO0374 Brasil 283 BGMO0409 Brasil 306 BGMO0440 SP/BR 329 BGMO0471 Brasil
261 BGMO0375 CE/BR 284 BGMO0410 Colémbia 307 BGMO0441 RS/BR 330 BGMO0472 RJ/BR
262 BGMO0376 CE/BR 285 BGMO0411 Brasil 308 BGM0442 SP/BR 331 BGMO0473 Brasil
263 BGMO0377 Brasil 286 BGMO0413 MG/BR 309 BGM0443 Brasil 332 BGMO0474 Brasil
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Suplemento 1: continuagao...

N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local
333 BGMO0475 Brasil 356 BGMO0509 MG/BR 379 BGMO0545 AL/BR 402 BGMO0576 PE/BR
334 BGMO0477 SP/BR 357 BGMO0510 MG/BR 380 BGMO0546 AL/BR 403 BGMO0579 PE/BR
335 BGMO0478 Brasil 358 BGMO0511 Brasil 381 BGMO0547 PE/BR 404 BGMO0583 AL/BR
336 BGMO0479 NR 359 BGMO0512 MG/BR 382 BGMO0549 PE/BR 405 BGMO0587 PE/BR
337 BGMO0480 Brasil 360 BGMO0514 Brasil 383 BGMO0550 BA/BR 406 BGMO0589 Brasil
338 BGMO0484 Brasil 361 BGMO0515 Brasil 384 BGMO0551 PA/BR 407 BGMO0590 PE/BR
339 BGMO0488 Brasil 362 BGMO0517 MG/BR 385 BGMO0552 AL/BR 408 BGMO0591 RS/BR
340 BGMO0489 Brasil 363 BGMO0520 MG/BR 386 BGMO0555 Brasil 409 BGMO0592 RS/BR
341 BGMO0491 Brasil 364 BGMO0521 RJ/BR 387 BGMO0556 BA/BR 410 BGMO0593 RS/BR
342 BGMO0492 Brasil 365 BGM0523 MG/BR 388 BGMO0557 SP/BR 411 BGMO0594 RS/BR
343 BGMO0494 RJ/BR 366 BGM0527 ES/BR 389 BGMO0558 SE/BR 412 BGMO0598 RS/BR
344 BGMO0495 RJ/BR 367 BGMO0529 Brasil 390 BGMO0560 PE/BR 413 BGMO0600 RS/BR
345 BGMO0496 ES/BR 368 BGM0532 Venezuela 391 BGMO0561 PE/BR 414 BGM0601 Colémbia
346 BGMO0497 BA/BR 369 BGMO0533 NR 392 BGMO0562 BA/BR 415 BGMO0603 Colémbia
347 BGMO0498 Brasil 370 BGMO0536 BA/BR 393 BGMO0563 BA/BR 416 BGMO0606 CE/BR
348 BGMO0499 Brasil 371 BGMO0537 CE/BR 394 BGMO0564 CE/BR 417 BGMO0607 Brasil
349 BGMO0500 MG/BR 372 BGMO0538 CE/BR 395 BGMO0565 BA/BR 418 BGMO0608 AC/BR
350 BGMO0501 MG/BR 373 BGMO0539 PE/BR 396 BGMO0567 PA/BR 419 BGMO0609 CE/BR
351 BGMO0503 MG/BR 374 BGMO0540 AL/BR 397 BGMO0569 BA/BR 420 BGMO0610 CE/BR
352 BGMO0504 Brasil 375 BGMO0541 BA/BR 398 BGMO0570 PE/BR 421 BGMO0611 CE/BR
353 BGMO0505 MG/BR 376 BGMO0542 PB/BR 399 BGMO0573 PR/BR 422 BGMO0613 CE/BR
354 BGMO0507 MT/BR 377 BGMO0543 Brasil 400 BGMO0574 PE/BR 423 BGMO0614 SP/BR
355 BGMO0508 RJ/BR 378 BGMO0544 PE/BR 401 BGMO0575 Brasil 424 BGMO0615 CE/BR
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Suplemento 1: continuagao...

N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local
425 BGMO0618 CE/BR 448 BGMO0650 CE/BR 471 BGMO0678 MA/BR 494 BGMO0729 BA/BR
426 BGMO0619 CE/BR 449 BGMO0651 Brasil 472 BGMO0679 MA/BR 495 BGMO0733 ES/BR
427 BGM0620 CE/BR 450 BGMO0654 Brasil 473 BGMO0680 MA/BR 496 BGMO0737 ES/BR
428 BGMO0623 CE/BR 451 BGMO0655 CE/BR 474 BGMO0682 ES/BR 497 BGMO0741 ES/BR
429 BGM0624 CE/BR 452 BGMO0656 CE/BR 475 BGMO0685 MA/BR 498 BGMO0745 Brasil
430 BGMO0625 CE/BR 453 BGMO0657 MT/BR 476 BGMO0693 MA/BR 499 BGMO0752 ES/BR
431 BGMO0626 SP/BR 454 BGMO0658 Colémbia 477 BGM0694 MA/BR 500 BGMO0756 ES/BR
432 BGMO0629 CE/BR 455 BGMO0659 MA/BR 478 BGMO0695 MA/BR 501 BGMO0759 NR
433 BGMO0630 CE/BR 456 BGMO0660 MA/BR 479 BGMO0697 MA/BR 502 BGMO0760 ES/BR
434 BGMO0631 Brasil 457 BGMO0661 RS/BR 480 BGMO0700 MA/BR 503 BGMO0767 BA/BR
435 BGMO0634 SP/BR 458 BGM0662 MA/BR 481 BGMO0702 AC/BR 504 BGMO0776 BA/BR
436 BGMO0635 CE/BR 459 BGMO0664 MA/BR 482 BGMO0703 AC/BR 505 BGMO0777 BA/BR
437 BGMO0636 CE/BR 460 BGMO0665 MA/BR 483 BGMO0706 NR 506 BGMO0778 BA/BR
438 BGMO0638 CE/BR 461 BGMO0666 Colombia 484 BGMO0707 BA/BR 507 BGMO0779 BA/BR
439 BGMO0639 SP/BR 462 BGMO0667 RS/BR 485 BGMO0708 AC/BR 508 BGMO0780 BA/BR
440 BGMO0640 CE/BR 463 BGMO0668 MG/BR 486 BGMO0711 AC/BR 509 BGMO0781 BA/BR
441 BGMO0641 CE/BR 464 BGM0669 MA/BR 487 BGMO0713 AC/BR 510 BGMO0783 BA/BR
442 BGMO0642 CE/BR 465 BGMO0670 RJ/BR 488 BGMO0714 BA/BR 511 BGMO0785 BA/BR
443 BGMO0644 BA/BR 466 BGMO0671 MA/BR 489 BGMO0715 AC/BR 512 BGMO0788 BA/BR
444 BGMO0645 CE/BR 467 BGMO0672 MA/BR 490 BGMO0717 AC/BR 513 BGMO0790 BA/BR
445 BGMO0646 CE/BR 468 BGMO0673 MA/BR 491 BGMO0718 AC/BR 514 BGMO0791 BA/BR
446 BGMO0648 CE/BR 469 BGMO0675 MA/BR 492 BGMO0726 BA/BR 515 BGMO0793 BA/BR
447 BGMO0649 CE/BR 470 BGMO0677 MA/BR 493 BGMO0728 BA/BR 516 BGMO0799 BA/BR
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Suplemento 1: continuagao...

N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local
517 BGMO0800 BA/BR 540 BGMO0830 SE/BR 563 BGMO0867 BA/BR 586 BGMO0895 PA/BR
518 BGMO0803 AL/BR 541 BGMO0831 SE/BR 564 BGMO0868 BA/BR 587 BGMO0896 PA/BR
519 BGMO0805 AL/BR 542 BGMO0832 SE/BR 565 BGMO0869 BA/BR 588 BGMO0898 PA/BR
520 BGMO0806 AL/BR 543 BGMO0834 SE/BR 566 BGM0870 Coldmbia 589 BGMO0900 Colémbia
521 BGMO0807 AL/BR 544 BGMO0837 SE/BR 567 BGMO0872 AP/BR 590 BGMO0901 CE/BR
522 BGMO0808 AL/BR 545 BGMO0838 SE/BR 568 BGM0873 Coldmbia 591 BGMO0902 PA/BR
523 BGMO0809 AL/BR 546 BGMO0841 SE/BR 569 BGMO0875 MA/BR 592 BGMO0903 PA/BR
524 BGMO0810 AL/BR 547 BGMO0842 SE/BR 570 BGMO0876 PA/BR 593 BGMO0904 Colémbia
525 BGMO0812 AL/BR 548 BGMO0843 SE/BR 571 BGMO0877 Coldmbia 594 BGMO0905 PE/BR
526 BGMO0813 AL/BR 549 BGMO0845 SE/BR 572 BGMO0878 AM/BR 595 BGMO0906 Colémbia
527 BGMO0814 AL/BR 550 BGMO0846 SE/BR 573 BGMO0879 SC/BR 596 BGMO0907 AM/BR
528 BGMO0815 AL/BR 551 BGMO0847 SE/BR 574 BGMO0880 AP/BR 597 BGMO0908 Colémbia
529 BGMO0816 AL/BR 552 BGMO0848 SE/BR 575 BGM0882 Coldmbia 598 BGM0909 PA/BR
530 BGMO0817 AL/BR 553 BGMO0849 SE/BR 576 BGM0884 Coldbmbia 599 BGM0912 Brasil
531 BGMO0818 SE/BR 554 BGMO0850 SE/BR 577 BGM0885 Coldbmbia 600 BGM0913 AC/BR
532 BGMO0819 SE/BR 555 BGMO0851 SE/BR 578 BGMO0886 AM/BR 601 BGMO0914 PA/BR
533 BGMO0820 SE/BR 556 BGMO0854 BA/BR 579 BGM0887 Coldombia 602 BGM0915 PB/BR
534 BGMO0821 SE/BR 557 BGMO0856 SE/BR 580 BGMO0888 SP/BR 603 BGMO0917 PA/BR
535 BGMO0822 SE/BR 558 BGMO0857 SE/BR 581 BGMO0889 TO/BR 604 BGMO0918 PA/BR
536 BGMO0823 SE/BR 559 BGMO0858 PB/BR 582 BGM0890 Coldbmbia 605 BGM0919 AM/BR
537 BGMO0824 SE/BR 560 BGMO0859 PB/BR 583 BGMO0892 MG/BR 606 BGMO0920 AM/BR
538 BGMO0826 SE/BR 561 BGMO0863 MG/BR 584 BGMO0893 AM/BR 607 BGMO0922 BA/BR
539 BGMO0829 SE/BR 562 BGMO0866 BA/BR 585 BGM0894 Coldbmbia 608 BGM0923 BA/BR
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N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local
609 BGM0924 BA/BR 632 BGMO0952 AM/BR 655 BGMO0978 AM/BR 678 BGM1026 BA/BR
610 BGMO0925 Brasil 633 BGMO0953 AM/BR 656 BGM0979 AM/BR 679 BGM1027 BA/BR
611 BGMO0927 Brasil 634 BGMO0954 AM/BR 657 BGM0980 AM/BR 680 BGM1028 BA/BR
612 BGMO0928 Brasil 635 BGMO0955 AM/BR 658 BGM0981 AM/BR 681 BGM1029 BA/BR
613 BGMO0929 Brasil 636 BGMO0956 AM/BR 659 BGM0982 AM/BR 682 BGM1030 NR
614 BGMO0930 PR/BR 637 BGMO0957 PA/BR 660 BGM0983 AM/BR 683 BGM1031 BA/BR
615 BGMO0931 SP/BR 638 BGMO0958 AM/BR 661 BGM0984 AM/BR 684 BGM1034 TO/BR
616 BGMO0932 AL/BR 639 BGMO0959 AM/BR 662 BGM0985 AM/BR 685 BGM1037 TO/BR
617 BGMO0934 BA/BR 640 BGMO0960 AM/BR 663 BGM0986 AM/BR 686 BGM1040 PI/BR
618 BGMO0935 BA/BR 641 BGMO0961 AM/BR 664 BGM0987 AM/BR 687 BGM1041 PI/BR
619 BGMO0936 BA/BR 642 BGM0962 AM/BR 665 BGM0989 AM/BR 688 BGM1042 CE/BR
620 BGMO0937 BA/BR 643 BGMO0963 AM/BR 666 BGM0992 AM/BR 689 BGM1043 PI/BR
621 BGMO0940 PA/BR 644 BGMO0965 AM/BR 667 BGM0993 AM/BR 690 BGM1044 CE/BR
622 BGMO0941 AM/BR 645 BGMO0966 AM/BR 668 BGM0994 AM/BR 691 BGM1050 RN/BR
623 BGMO0942 AM/BR 646 BGMO0967 AM/BR 669 BGM0995 Coldombia 692 BGM1053 RN/BR
624 BGMO0943 AM/BR 647 BGMO0968 AM/BR 670 BGM0996 Colombia 693 BGM1057 RN/BR
625 BGM0944 AM/BR 648 BGMO0971 AM/BR 671 BGM0998 Colombia 694 BGM1060 RN/BR
626 BGMO0945 AM/BR 649 BGMO0972 AM/BR 672 BGM1010 Brasil 695 BGM1061 RN/BR
627 BGMO0946 AM/BR 650 BGMO0973 AM/BR 673 BGM1012 SC/BR 696 BGM1062 RN/BR
628 BGMO0947 AM/BR 651 BGMO0974 AM/BR 674 BGM1015 SC/BR 697 BGM1065 PB/BR
629 BGMO0948 AM/BR 652 BGMO0975 AM/BR 675 BGM1023 BA/BR 698 BGM1067 RN/BR
630 BGMO0949 AM/BR 653 BGMO0976 AM/BR 676 BGM1024 BA/BR 699 BGM1073 RN/BR
631 BGMO0951 AM/BR 654 BGMO0977 AM/BR 677 BGM1025 BA/BR 700 BGM1077 PB/BR
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N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local
701 BGM1078 PB/BR 724 BGM1115 NR 747 BGM1141 AM/BR 770 BGM1177 Brasil
702 BGM1079 PB/BR 725 BGM1116 BA/BR 748 BGM1142 AM/BR 771 BGM1178 Brasil
703 BGM1080 BA/BR 726 BGM1118 BA/BR 749 BGM1143 MT/BR 772 BGM1179 PB/BR
704 BGM1081 PE/BR 727 BGM1119 TO/BR 750 BGM1144 AM/BR 773 BGM1180 Brasil
705 BGM1082 PB/BR 728 BGM1120 RN/BR 751 BGM1146 AM/BR 774 BGM1182 PA/BR
706 BGM1083 PE/BR 729 BGM1121 RN/BR 752 BGM1148 BA/BR 775 BGM1183 AC/BR
707 BGM1085 BA/BR 730 BGM1122 PB/BR 753 BGM1150 BA/BR 776 BGM1184 Brasil
708 BGM1087 BA/BR 731 BGM1123 BA/BR 754 BGM1152 AM/BR 777 BGM1185 AM/BR
709 BGM1088 BA/BR 732 BGM1124 BA/BR 755 BGM1155 Brasil 778 BGM1186 PA/BR
710 BGM1091 RN/BR 733 BGM1125 RO/BR 756 BGM1156 NR 779 BGM1188 Brasil
711 BGM1093 MT/BR 734 BGM1126 BA/BR 757 BGM1158 Brasil 780 BGM1189 PA/BR
712 BGM1094 MT/BR 735 BGM1127 BA/BR 758 BGM1159 Brasil 781 BGM1190 PA/BR
713 BGM1099 MT/BR 736 BGM1128 BA/BR 759 BGM1160 PA/BR 782 BGM1191 PA/BR
714 BGM1100 MT/BR 737 BGM1130 RN/BR 760 BGM1161 PA/BR 783 BGM1193 BA/BR
715 BGM1101 MT/BR 738 BGM1131 SP/BR 761 BGM1162 Brasil 784 BGM1194 Brasil
716 BGM1102 MT/BR 739 BGM1132 AM/BR 762 BGM1163 Brasil 785 BGM1195 Brasil
717 BGM1103 Brasil 740 BGM1133 AM/BR 763 BGM1164 Brasil 786 BGM1196 PA/BR
718 BGM1105 BA/BR 741 BGM1134 AM/BR 764 BGM1165 PA/BR 787 BGM1197 PA/BR
719 BGM1106 BA/BR 742 BGM1135 AM/BR 765 BGM1167 Brasil 788 BGM1198 AP/BR
720 BGM1107 BA/BR 743 BGM1136 AM/BR 766 BGM1168 Brasil 789 BGM1200 BA/BR
721 BGM1108 SC/BR 744 BGM1137 AM/BR 767 BGM1171 PA/BR 790 BGM1202 BA/BR
722 BGM1110 SC/BR 745 BGM1139 AM/BR 768 BGM1174 Brasil 791 BGM1203 BA/BR
723 BGM1111 SC/BR 746 BGM1140 AM/BR 769 BGM1175 Brasil 792 BGM1206 BA/BR
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N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local

793 BGM1207 BA/BR 816 BGM1254 Nigéria 839 BGM1286 PE/BR 862 BGM1318 PE/BR
794 BGM1208 NR 817 BGM1255 Nigéria 840 BGM1287 PE/BR 863 BGM1319 PE/BR
795 BGM1209 PA/BR 818 BGM1257 Nigéria 841 BGM1288 PE/BR 864 BGM1321 PE/BR
796 BGM1210 PA/BR 819 BGM1259 Nigéria 842 BGM1291 PE/BR 865 BGM1323 PE/BR
797 BGM1211 AM/BR 820 BGM1261 PE/BR 843 BGM1292 PE/BR 866 BGM1324 PE/BR
798 BGM1212 Brasil 821 BGM1262 PE/BR 844 BGM1293 PE/BR 867 BGM1325 PE/BR
799 BGM1214 Brasil 822 BGM1263 PE/BR 845 BGM1294 PE/BR 868 BGM1327 PB/BR
800 BGM1217 Brasil 823 BGM1265 PE/BR 846 BGM1295 PE/BR 869 BGM1328 PB/BR
801 BGM1218 Brasil 824 BGM1267 PE/BR 847 BGM1296 PE/BR 870 BGM1330 PB/BR
802 BGM1219 Brasil 825 BGM1268 PE/BR 848 BGM1297 PE/BR 871 BGM1332 PB/BR
803 BGM1220 Brasil 826 BGM1269 PE/BR 849 BGM1298 PE/BR 872 BGM1333 PB/BR
804 BGM1222 Brasil 827 BGM1270 PE/BR 850 BGM1300 PE/BR 873 BGM1335 PE/BR
805 BGM1223 Brasil 828 BGM1273 PE/BR 851 BGM1303 PE/BR 874 BGM1338 PE/BR
806 BGM1224 Brasil 829 BGM1274 PE/BR 852 BGM1305 PE/BR 875 BGM1339 PE/BR
807 BGM1227 Brasil 830 BGM1275 PE/BR 853 BGM1306 PE/BR 876 BGM1342 PE/BR
808 BGM1236 Colombia 831 BGM1277 PE/BR 854 BGM1308 CE/BR 877 BGM1344 PB/BR
809 BGM1243 Colombia 832 BGM1279 PE/BR 855 BGM1309 CE/BR 878 BGM1345 PB/BR
810 BGM1245 Nigéria 833 BGM1280 PE/BR 856 BGM1310 CE/BR 879 BGM1347 PB/BR
811 BGM1248 Nigéria 834 BGM1281 PE/BR 857 BGM1311 PE/BR 880 BGM1348 PB/BR
812 BGM1249 Nigéria 835 BGM1282 PE/BR 858 BGM1313 PE/BR 881 BGM1350 PB/BR
813 BGM1251 Nigéria 836 BGM1283 PE/BR 859 BGM1314 PE/BR 882 BGM1352 PB/BR
814 BGM1252 Nigéria 837 BGM1284 PE/BR 860 BGM1316 PE/BR 883 BGM1353 PB/BR
815 BGM1253 Nigéria 838 BGM1285 PE/BR 861 BGM1317 PE/BR 884 BGM1354 PB/BR
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N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local

885 BGM1355 PB/BR 908 BGM1382 PB/BR 931 BGM1412 RN/BR 954 BGM1448 Brasil

886 BGM1356 PB/BR 909 BGM1383 PB/BR 932 BGM1413 RN/BR 955 BGM1450 PR/BR
887 BGM1357 PB/BR 910 BGM1386 RN/BR 933 BGM1414 RN/BR 956 BGM1451 PR/BR
888 BGM1358 PB/BR 911 BGM1387 RN/BR 934 BGM1415 RN/BR 957 BGM1452 PR/BR
889 BGM1360 PB/BR 912 BGM1388 RN/BR 935 BGM1416 RN/BR 958 BGM1453 PR/BR
890 BGM1361 PB/BR 913 BGM1389 RN/BR 936 BGM1417 RN/BR 959 BGM1454 PR/BR
891 BGM1362 PB/BR 914 BGM1390 RN/BR 937 BGM1419 RN/BR 960 BGM1455 PR/BR
892 BGM1363 PB/BR 915 BGM1392 RN/BR 938 BGM1420 RN/BR 961 BGM1456 MT/BR
893 BGM1364 PB/BR 916 BGM1393 RN/BR 939 BGM1422 RN/BR 962 BGM1457 BA/BR
894 BGM1365 PB/BR 917 BGM1395 RN/BR 940 BGM1423 PE/BR 963 BGM1458 AP/BR
895 BGM1366 PB/BR 918 BGM1396 RN/BR 941 BGM1428 PE/BR 964 BGM1465 BA/BR
896 BGM1367 PB/BR 919 BGM1397 RN/BR 942 BGM1429 PE/BR 965 BGM1466 Brasil

897 BGM1368 PB/BR 920 BGM1398 RN/BR 943 BGM1432 PE/BR 966 BGM1468 Brasil

898 BGM1369 PB/BR 921 BGM1399 RN/BR 944 BGM1434 PE/BR 967 BGM1470 BA/BR
899 BGM1370 PB/BR 922 BGM1400 RN/BR 945 BGM1436 PE/BR 968 BGM1471 BA/BR
900 BGM1371 PB/BR 923 BGM1401 RN/BR 946 BGM1437 PE/BR 969 BGM1472 BA/BR
901 BGM1373 PB/BR 924 BGM1402 RN/BR 947 BGM1439 BA/BR 970 BGM1473 BA/BR
902 BGM1374 PB/BR 925 BGM1403 RN/BR 948 BGM1440 BA/BR 971 BGM1474 BA/BR
903 BGM1375 PB/BR 926 BGM1406 RN/BR 949 BGM1441 BA/BR 972 BGM1475 BA/BR
904 BGM1376 PB/BR 927 BGM1407 RN/BR 950 BGM1442 BA/BR 973 BGM1476 BA/BR
905 BGM1377 PB/BR 928 BGM1408 RN/BR 951 BGM1444 PA/BR 974 BGM1477 BA/BR
906 BGM1378 PB/BR 929 BGM1409 RN/BR 952 BGM1446 BA/BR 975 BGM1479 BA/BR
907 BGM1381 PB/BR 930 BGM1410 RN/BR 953 BGM1447 BA/BR 976 BGM1480 BA/BR

96



Suplemento 1: continuagao...

N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local
977 BGM1481 BA/BR 1000 BGM1510 BA/BR 1023 BGM1541 NR 1046 BGM1583 PI/BR
978 BGM1482 BA/BR 1001 BGM1511 BA/BR 1024 BGM1543 BA/BR 1047 BGM1584 PI/BR
979 BGM1483 BA/BR 1002 BGM1512 BA/BR 1025 BGM1545 BA/BR 1048 BGM1585 PI/BR
980 BGM1484 BA/BR 1003 BGM1513 BA/BR 1026 BGM1546 BA/BR 1049 BGM1589 PI/BR
981 BGM1485 BA/BR 1004 BGM1515 BA/BR 1027 BGM1547 BA/BR 1050 BGM1590 PI/BR
982 BGM1486 BA/BR 1005 BGM1516 BA/BR 1028 BGM1549 NR 1051 BGM1593 PI/BR
983 BGM1487 BA/BR 1006 BGM1517 BA/BR 1029 BGM1550 BA/BR 1052 BGM1594 PI/BR
984 BGM1488 BA/BR 1007 BGM1518 BA/BR 1030 BGM1551 NR 1053 BGM1595 PI/BR
985 BGM1489 BA/BR 1008 BGM1519 BA/BR 1031 BGM1552 BA/BR 1054 BGM1596 PI/BR
986 BGM1490 BA/BR 1009 BGM1520 BA/BR 1032 BGM1559 BA/BR 1055 BGM1597 PI/BR
987 BGM1491 BA/BR 1010 BGM1521 BA/BR 1033 BGM1560 BA/BR 1056 BGM1598 PI/BR
988 BGM1492 BA/BR 1011 BGM1523 BA/BR 1034 BGM1561 BA/BR 1057 BGM1599 PI/BR
989 BGM1494 BA/BR 1012 BGM1524 BA/BR 1035 BGM1562 BA/BR 1058 BGM1601 PI/BR
990 BGM1495 BA/BR 1013 BGM1525 BA/BR 1036 BGM1563 PI/BR 1059 BGM1602 PI/BR
991 BGM1496 BA/BR 1014 BGM1526 BA/BR 1037 BGM1566 PI/BR 1060 BGM1603 PI/BR
992 BGM1497 BA/BR 1015 BGM1527 BA/BR 1038 BGM1567 PI/BR 1061 BGM1604 PI/BR
993 BGM1498 BA/BR 1016 BGM1532 BA/BR 1039 BGM1569 PI/BR 1062 BGM1605 PI/BR
994 BGM1499 BA/BR 1017 BGM1533 BA/BR 1040 BGM1572 NR 1063 BGM1606 PI/BR
995 BGM1501 BA/BR 1018 BGM1534 BA/BR 1041 BGM1573 PI/BR 1064 BGM1607 PI/BR
996 BGM1502 BA/BR 1019 BGM1535 BA/BR 1042 BGM1575 NR 1065 BGM1608 PI/BR
997 BGM1503 BA/BR 1020 BGM1537 BA/BR 1043 BGM1576 PI/BR 1066 BGM1609 PI/BR
998 BGM1507 BA/BR 1021 BGM1539 BA/BR 1044 BGM1579 PI/BR 1067 BGM1610 PI/BR
999 BGM1508 BA/BR 1022 BGM1540 BA/BR 1045 BGM1581 PI/BR 1068 BGM1611 PI/BR
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N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local
1069 BGM1613 PI/BR 1092 BGM1638 PA/BR 1115 BGM1672 PA/BR 1138 BGM1700 AM/BR
1070 BGM1614 PI/BR 1093 BGM1639 AL/BR 1116 BGM1674 PA/BR 1139 BGM1701 AM/BR
1071 BGM1615 PI/BR 1094 BGM1640 BA/BR 1117 BGM1675 PA/BR 1140 BGM1702 AM/BR
1072 BGM1616 BA/BR 1095 BGM1643 PA/BR 1118 BGM1677 PA/BR 1141 BGM1703 AM/BR
1073 BGM1617 NR 1096 BGM1645 BA/BR 1119 BGM1678 PA/BR 1142 BGM1704 AM/BR
1074 BGM1618 NR 1097 BGM1646 SE/BR 1120 BGM1679 PA/BR 1143 BGM1705 AM/BR
1075 BGM1619 NR 1098 BGM1648 BA/BR 1121 BGM1680 PA/BR 1144 BGM1706 AM/BR
1076 BGM1620 PB/BR 1099 BGM1649 BA/BR 1122 BGM1681 BA/BR 1145 BGM1707 AM/BR
1077 BGM1621 PB/BR 1100 BGM1650 BA/BR 1123 BGM1682 BA/BR 1146 BGM1708 AM/BR
1078 BGM1622 PB/BR 1101 BGM1655 NR 1124 BGM1683 BA/BR 1147 BGM1709 AM/BR
1079 BGM1623 PB/BR 1102 BGM1656 BA/BR 1125 BGM1684 BA/BR 1148 BGM1710 AM/BR
1080 BGM1624 PB/BR 1103 BGM1657 BA/BR 1126 BGM1685 BA/BR 1149 BGM1711 AM/BR
1081 BGM1626 PB/BR 1104 BGM1658 BA/BR 1127 BGM1688 BA/BR 1150 BGM1712 AM/BR
1082 BGM1627 PE/BR 1105 BGM1659 BA/BR 1128 BGM1689 BA/BR 1151 BGM1713 AM/BR
1083 BGM1628 PE/BR 1106 BGM1660 BA/BR 1129 BGM1690 PE/BR 1152 BGM1714 AM/BR
1084 BGM1629 CE/BR 1107 BGM1661 SP/BR 1130 BGM1691 BA/BR 1153 BGML1715 AM/BR
1085 BGM1630 NR 1108 BGM1662 SP/BR 1131 BGM1692 BA/BR 1154 BGM1716 AM/BR
1086 BGM1631 BA/BR 1109 BGM1666 PA/BR 1132 BGM1693 BA/BR 1155 BGM1718 AM/BR
1087 BGM1633 CE/BR 1110 BGM1667 PA/BR 1133 BGM1694 BA/BR 1156 BGM1721 MA/BR
1088 BGM1634 CE/BR 1111 BGM1668 PA/BR 1134 BGM1696 PE/BR 1157 BGM1722 MA/BR
1089 BGM1635 CE/BR 1112 BGM1669 PA/BR 1135 BGM1697 SP/BR 1158 BGM1723 BA/BR
1090 BGM1636 CE/BR 1113 BGM1670 PA/BR 1136 BGM1698 MS/BR 1159 BGM1724 BA/BR
1091 BGM1637 PA/BR 1114 BGM1671 PA/BR 1137 BGM1699 MS/BR 1160 BGM1725 BA/BR
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N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local
1161 BGM1727 BA/BR 1184 BGM1751 MA/BR 1207 BGM1779 MA/BR 1230 BGM1850 PA/BR
1162 BGM1728 BA/BR 1185 BGM1752 MA/BR 1208 BGM1780 MA/BR 1231 BGM1858 PA/BR
1163 BGM1729 MA/BR 1186 BGM1753 MA/BR 1209 BGM1782 MA/BR 1232 BGM1866 PR/BR
1164 BGM1731 MA/BR 1187 BGM1754 MA/BR 1210 BGM1783 MA/BR 1233 BGM1867 PR/BR
1165 BGM1732 MA/BR 1188 BGM1755 MA/BR 1211 BGM1784 MA/BR 1234 BGM1876 TO/BR
1166 BGM1733 MA/BR 1189 BGM1756 MA/BR 1212 BGM1794 MA/BR 1235 BGM1878 MA/BR
1167 BGM1734 MA/BR 1190 BGM1757 MA/BR 1213 BGM1810 BA/BR 1236 BGM1880 MA/BR
1168 BGM1735 MA/BR 1191 BGM1759 MA/BR 1214 BGM1814 BA/BR 1237 BGM1881 MA/BR
1169 BGM1736 MA/BR 1192 BGM1760 MA/BR 1215 BGM1816 RR/BR 1238 BGM1884 AM/BR
1170 BGM1737 MA/BR 1193 BGM1761 MA/BR 1216 BGM1817 NR 1239 BGM1942 PA/BR
1171 BGM1738 MA/BR 1194 BGM1763 MA/BR 1217 BGM1818 BA/BR 1240 BGM1957 AM/BR
1172 BGM1739 MA/BR 1195 BGM1764 MA/BR 1218 BGM1819 MA/BR 1241 BGM1962 AM/BR
1173 BGM1740 MA/BR 1196 BGM1765 MA/BR 1219 BGM1821 BA/PE/BR 1242 BGM1969 NR
1174 BGM1741 MA/BR 1197 BGM1766 MA/BR 1220 BGM1824 PA/BR 1243 BGM1980 AM/BR
1175 BGM1742 MA/BR 1198 BGM1767 MA/BR 1221 BGM1828 PA/BR 1244 BGM1981 AM/BR
1176 BGM1743 MA/BR 1199 BGM1768 MA/BR 1222 BGM1830 PA/BR 1245 BGM1985 AM/BR
1177 BGM1744 MA/BR 1200 BGM1769 MA/BR 1223 BGM1832 PA/BR 1246 BGM1999 AM/BR
1178 BGM1745 MA/BR 1201 BGM1770 MA/BR 1224 BGM1834 PA/BR 1247 BGM2017 BA/BR
1179 BGM1746 MA/BR 1202 BGM1771 MA/BR 1225 BGM1835 PA/BR 1248 BGM2018 BA/BR
1180 BGM1747 MA/BR 1203 BGM1772 MA/BR 1226 BGM1837 PA/BR 1249 BGM2019 PR/BR
1181 BGM1748 MA/BR 1204 BGM1773 MA/BR 1227 BGM1840 PA/BR 1250 BGM2022 PR/BR
1182 BGM1749 MA/BR 1205 BGM1776 NR 1228 BGM1842 PA/BR 1251 BGM2025 NR
1183 BGM1750 MA/BR 1206 BGM1777 MA/BR 1229 BGM1847 PA/BR 1252 BGM2028 NR
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N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local N.° Acessos Local
1253 BGM2029 NR 1259 BRS Guaira Brasil 1265 Ecu 72 Brasil 1271 9607-07 Brasil
1254 BGM2030 NR 1260 BRS Kiriris Brasil 1266 Irara Brasil 1272 9624-09 Brasil
1255 BGM2032 NR 1261 BErSa r':’(':zn' Brasi 1267  Lagoa Brasi 1273 9655-02  Brasi
1256 BGM2034 NR 1262 BRS Mullatinha Brasil 1268  Sergipe Brasil 1274 98150-06 Brasil
1257 Brasil Brasil 1263 BRS Verdinha Brasil 1269 Baianinha Brasil
1258 BRS Formosa Brasil 1264 Cidade Rica Brasil 1270 9602-02 Brasil

Fonte: Dados de Passaporte do Banco de Germoplasma Mandioca (Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, Brasil).

Legenda: NR - Individuos Nao Referenciados; BR — Brasil; Siglas refentes aos estados brasileiros: AC — Acre; AL — Alagoas; AM — Amazonas;
BA — Bahia; CE — Ceard; ES — Espirito Santo; MA — Maranhdo; MG — Minas Gerais; MT — Mato Grosso; PA — Para; PE — Pernambuco; Pl —
Piaui; PR — Parang; RJ — Rio de Janeiro; RN — Rio Grande do Norte; RO — Rordima; RR — Rondénia; RS — Rio Grande so Sul; SC — Santa
Catarina; SE — Sergipe; SP — Sao Paulo; TO — Tocantins.
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CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de marcadores gene-alvo pela técnica TRAP
baseados em sequéncias expressas (Capitulo 1) e a identificacdo via selecao
assistida de gendtipos com alelos relacionados a resisténcia ao mosaico
africano (Capitulo 2) representam avancos na caracterizacdo molecular e no
pré-melhoramento da cultura. A mandioca € um importante recurso genético
brasileiro, que demanda uma melhor caracterizacdo para identificacdo de
alelos de interesse para uso no melhoramento da cultura e para fins de sua
conservacao. Neste sentido, a caracterizagdo molecular otimiza as atividades
de melhoramento, sobretudo quando se utilizam marcadores funcionais ou com
polimorfismo baseado em regides génicas e ainda permite a identificacdo de
duplicatas e a caracterizagao da variabilidade em bancos de germoplasma.

A praticidade no desenvolvimento dos iniciadores, os niveis de
polimorfismo observados, associados a especificidade da regido amplificada,
tornam a técnica TRAP uma poderosa ferramenta para analises moleculares
em mandioca. Ademais, o polimorfismo dos marcadores TRAP foi bastante
elevado com facil implementacdo e com baixo custo em comparacdo a outros
tipos de marcadores. As 69 melhores combinacbes TRAP permitiram a
identificacdo de 606 alelos com variacdo de 3 a 18, com média de 8,8 alelos
por combinacdo. Os iniciadores mais polimorficos (>70% de fragmentos
polimorficos, PIC >0,25 e Rp >3,21) estdo relacionados a biossintese de amido,
carotenoides, compostos cianogénicos, deterioracdo fisiolégica pos-colheita,
formacdo de raizes tuberosas e respostas de defesa. Porém, pesquisas
complementares devem ser conduzidas com o objetivo de associar as rotas
metabdlicas analisadas ao fenétipo e validar marcas funcionais.

Em relacéo a resisténcia ao virus do mosaico africano (CMD) a selecdo
assistida por marcadores (SAM) permitiu a selecéo de sete acessos contendo o
gene CMD2. Contudo, considerando que gendtipos que exibem marcas ligadas
ao CMD2 apresentam uma variacdo no nivel de resisténcia (de moderada a
alta), os trabalhos de validacdo das fontes de resisténcia em regides com alta
incidéncia possibilitardo a confirmacdo da natureza da resisténcia nos
genétipos selecionados. Evidentemente o desenvolvimento de novas

variedades de mandioca nao deve ser realizado apenas objetivando a
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introducdo do gene que confere resisténcia ao CMD sendo, portanto
necessaria a introgressdo de demais genes relacionados a caracteristicas de
interesse agronémico. Assim a selecdo preventiva de genétipos via SAM
implementada neste trabalho deve reduz geracdes na transferéncia de alelos
sendo a forma mais eficaz para o desenvolvimento de novas variedades com
caracteristicas desejaveis para a industria e para 0 consumo in natura
adicionada a resisténcia ao mosaico africano. Desta forma, o cruzamento entre
as fontes de resisténcia encontradas neste trabalho e variedades elites de
mandioca brasileiras, permitira sua utilizacdo em paises afetados pelo mosaico
africano, abrindo novas oportunidades comerciais para as variedades lancadas
pela Embrapa Mandioca e Fruticultura. Ademais, a presenca do inseto vetor na
Brasil justifica a selecdo preventiva de genotipos resistentes, caso as
proibi¢cdes quarentenarias ndo impecam a chegada da virose ao pais.

Apesar de preferiveis para as atividades de melhoramento genético,
marcadores gene-alvo e funcionais tém seu uso e desenvolvimento limitado na
cultura da mandioca. Os resultados obtidos, portanto, disponibilizam uma nova
ferramenta molecular associada a genes candidatos relacionado a rotas
metabolicas importantes, bem como proporciona avancos na utilizacdo da
selecdo assistida na cultura uma vez que permite a identificacdo e selecédo de

genotipos potencialmente resistentes ao mosaico africano.



