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DIVERSIDADE GENETICA E IDENTIFICA(;AO DE DUPLICATAS DE
Manihot esculenta Crantz COM BASE EM MARCADORES SINGLE-
NUCLEOTIDE POLYMORPHISM (SNP)

RESUMO: A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma das fontes
alimentares mais importantes nos trépicos, e grande parte da sua variabilidade
genética é conservada em Bancos Ativos de Germoplasma (BAG). Assim, este
trabalho teve como objetivo analisar a diversidade genética e a estrutura
populacional de 1.580 acessos de mandioca, bem com identicar genotipos
redundantes a partir da analise de 2.371 acessos conservados em diferentes
unidades da Embrapa. Todas estas analises foram realizadas com base em
marcadores Single-Nucleotide Polymorphism (SNP), obtidos pela técnica de
genotyping-by-sequencing (GBS). A média dos parametros de diversidade
genética, conteuddo de informacdo polimérfica (PIC), endogamia (f),
heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) foram de 0,24; 0,21; 0,23; e
0,30; respectivamente, tidos como elevados, quando considerado a natureza
(predominantemente bialélica) dos SNPs e sistema reprodutivo da espécie. Os
valores destes parametros foram bastantes similares nos 18 cromossomos da
espécie. Em nivel de individuo, os valores de f variaram entre 0,49 a 0,97, com
média de 0,69, sendo que trés acessos de mandioca apresentaram f > 0,90. Os
valores de desequilibrio de ligacdo (LD) se estendeu entre 15 e 20 kb (r’=
0,20). A andlise discriminante de componentes principais (ADCP) indicou a
formacdo de 22 grupos, com probabilidade média de alocacédo dos individuos
>0,99, contudo, nédo foi possivel observar associa¢édo entre os grupos formados
pela ADCP e classificacdo com base em informacfes fenotipicas, de origem
genética e geogréfica. Para identificacdo de duplicatas foi realizado um estudo
com base no agrupamento de perfis multilocos (MLGS) nos acessos
conservados em diferentes unidades da Embrapa. Foi possivel identificar 1.757
acessos Unicos e 614 acessos duplicados, cerca de 25,89% do total de
acessos analisados, com a redundancia variando de 22,47% (Embrapa
Amazbnia Oriental) a 40,0% (Embrapa Semiarido). Estes resultados
proporcionardo um melhor entendimento sobre a variabilidade genética
conservada e a organizacdo populacional do germoplasma, uma vez que a
presenca de acessos duplicados compromete o0 desenvolvimento do
germoplasma, e aumenta 0S custos necessarios para a adequada
conservagao, caracterizacao, avaliagao e uso destes materiais.

Palavras chave: genotyping-by-sequencing; mandioca; MLGs; variabilidade



GENETIC DIVERSITY AND IDENTIFICATION OF Manihot esculenta Crantz
DUPLICATES BASED ON SINGLE-NUCLEOTIDE POLYMORPHISM (SNP)

ABSTRACT: Cassava (Manihot esculenta Crantz) is one of the most important
food sources in the tropics and much of their genetic diversity is preserved at
germplasm collections. Therefore, the objective of this work was to analyze the
genetic diversity and population structure of 1,580 cassava accessions, as well
as to identify redundant genotypes from the analysis of 2,371 accessions
preserved at different Embrapa research units. All these analysis were
performed based on Single-Nucleotide Polymorphism (SNP) markers identified
by genotyping-by-sequencing (GBS). Mean genetic diversity parameters,
polymorphic information content (PIC), inbreeding (f), observed heterozygosity
(Ho) and expected heterozygosity (He) was 0.24; 0.21; 0.23; and 0.30
respectively, considered high, considering the predominant biallelic nature of
the SNPs and the species reproductive system. The values of these parameters
were quite similar throughout the 18 chromosomes of the species. At individual
level, f values ranged from 0.49 to 0.97; with an average of 0.69, for three
cassava accessions, being f > 0.90. The values of linkage disequilibrium (LD)
extended between 15 and 20 kb (r> = 0.20). The discriminant analysis of
principal components (DAPC) indicated the formation of 22 groups, with
individual allocation probability > 0.99. However, no association between the
DAPC groups and the classification based on the phenotypic and genetic
information, as well as the geographical origin, was identified. In order to
identify duplicates a study was conducted based on the grouping of accessions
according to multilocus analysis (MLGs) from different Embrapa units. 1,757
single and 614 duplicate accessions, approximately 25.89% of the total, with
redundancy ranging from 22.47% (Embrapa Amazoénia Oriental) to 40.0%
(Embrapa Semiarido), were identified. These results will provide a better
understanding of the preserved genetic variability and the germplasm
population organization, since the presence of duplicates compromises
germplasm development and increases the costs of proper conservation,
characterization, evaluation and use of these materials.

Keywords: cassava; genotyping-by-sequencing; MLGs; variability
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INTRODUCAO GERAL

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma das fontes alimentares
mais importantes para cerca de 800 milhdes de pessoas em todo o mundo
devido ao seu valor nutricional (LEBOT, 2009). Nos tropicos, € considerada
primordial na alimentacdo humana, principalmente em populacdes de baixa
renda. O seu cultivo requer menor uso de insumos agricolas e manejo técnico
especializado em comparagdo com outras culturas, o que contribui para a sua
expansao em paises em desenvolvimento com elevado potencial para tornar-
se uma cultura modelo em sistemas de agricultura sustentavel (SILVA et al.,
2011).

E uma cultura que apresenta ampla variabilidade genética natural,
decorrente da selec¢do natural, evolucdo da espécie, domesticacao, facilidade
de polinizacéo cruzada e alta heterozigosidade, o que origina uma infinidade de
genaotipos capazes de adaptar-se a condicfes edafoclimaticas extremas (areas
propensas a secas, inundagdes, solos de alta acidez e baixa fertilidade), que
geralmente ndo séo toleraveis a outras culturas, permitindo assim, o seu cultivo
em diversos paises (VENTURINI et al., 2016).

Parte desta diversidade € conservada em Bancos Ativos de
Germoplasma (BAG) distribuidos em diversos paises. Somente no Brasil, mais
de 4.000 acessos sdo mantidos pela Empresa Brasileira de Pesquisa e
Agropecuaria (EMBRAPA), sendo que a Embrapa Mandioca e Fruticultura,
localizada em Cruz das Almas-BA, possui atualmente mais de 1.600 acessos
conservados em condi¢cBes de campo (ex situ) e de laboratdrio (in vitro).

A principal razdo para o estabelecimento e manutencdo de um BAG ¢é a
conservacdo da maxima variabilidade genética possivel da espécie para uso
imediato e futuro (GOMES et al.,, 2007). Além disso, os BAGs precisam
armazenar informagdes que caracterizem e diferenciem os acessos, a fim de,
identificar gendtipos que rednam caracteristicas de importancia agricola e
econbmica, destinados para uso em programas de melhoramento genético ou
diretamente no sistema de producédo da cultura. Portanto, a disponibilidade dos
recursos genéticos em um banco necessita da caracterizacao
morfoagrondmica, fitopatologica, entomologica e molecular (ZUIN et al., 2009).

A caracterizacdo descreve a variabilidade dos acessos de uma colecéo,



por meio de caracteristicas de interesse, contribuindo assim para o
entendimento do relacionamento genético e com base nisso, ajuda na defini¢cdo
de possiveis cruzamentos entre acessos promissores (ABACA et al., 2013). A
caracterizacdo de um germoplasma também € importante para resolver um
grave problema enfrentado por diversos bancos de germoplasma, que se refere
a duplicacdo de acessos (ROBICHAUD et al., 2006). Como a constante troca
de materiais genéticos ocorre livremente no Brasil, em muitas situacdes,
materiais originarios de uma regido do pais sdo comumente encontrados em
outras regides com outros nomes, assim como também é encontrado um
mesmo nome dado a diferentes acessos (MOURA et al., 2013). Essas
duplicatas oneram a manutencdo dos BAGs e precisam ser identificadas para
se garantir uma maior e mais representativa diversidade genética da espécie,
além de otimizar a conservacao e o manejo do germoplasma.

Dentre as ferramentas utilizadas para estudar a estrutura da diversidade
genética existente nos BAGs e identificar acessos duplicados, destaca-se o0 uso
das ferramentas moleculares, em virtude do maior grau de informacéo sobre a
diversidade genética dos individuos e de ndo sofrerem influéncia ambiental e
nem do estadio de desenvolvimento da planta (RABBI et al., 2015). Assim, 0s
Single-Nucleotide Polymorphism (SNP) representam a classe de marcadores
com elevada distribuicdo no genoma das espécies. Na cultura da mandioca,
um SNP é encontrado a cada 121pb (POOTAKHAM et al., 2014), tendo sua
aplicacdo destacada pela evolucao nos métodos de genotipagem que permitem
0 processamento de um grande numero de marcadores e amostras
simultaneamente, com menor custo, maior rendimento e reprodutibilidade
superior em relacéo aos outros tipos de marcadores (ELSHIRE et al., 2011).

O uso dos marcadores moleculares na cultura da mandioca tem ajudado
a responder varias questdes, a exemplo da origem da espécie (OLSEN, 2004);
identificacdo de acessos duplicados (RABBI et al., 2015) e diversidade genética
(GONCALVES et al., 2017). Contudo, ainda é preciso investir esforcos para
obtencdo do conhecimento detalhado sobre a variabilidade e estrutura genética
conservada nos BAGSs, que sao de grande importancia para definir prioridades
de conservacdo, a fim de auxiliar na escolha de estratégias eficientes de
melhoramento, bem como entender a histéria evolutiva da espécie ao longo do

processo de domesticagdo, diminuindo assim a erosédo genética da espécie e



explorando todo o seu potencial.

REFERENCIAL TEORICO

Aspectos gerais e econdmicos da cultura da mandioca

A mandioca pertence a familia Euphorbiaceae e ao género Manihot, que
compreende aproximadamente 98 espécies. Dentre as espécies deste género,
destaca-se a Manihot esculenta Crantz, por ser a Uunica cultivada
comercialmente (OLSEN, 2004).

E uma das culturas em que tudo pode ser aproveitado, tanto a parte
aérea quanto as raizes. A parte aérea (principalmente as folhas) € utilizada
tanto na alimentacdo animal quanto humana. Na alimentacédo animal, as folhas
sao utilizadas como feno, silagem ou até mesmo frescas. Ja na alimentacéo
humana, as folhas também sdo consumidas como vegetal ou
acompanhamento de pratos principais. Principalmente na regido nordeste do
Brasil, as folhas séo desidratadas e usadas na forma de farinha. As hastes séo
utilizadas como material propagativo em novos plantios (LATIF; MULLER,
2015).

As raizes podem ser utilizadas tanto na alimentagdo humana e animal,
como na forma processada, gerando produtos dos quais o amido € o
componente majoritario. As raizes podem ser classificadas como mansas ou
bravas, de acordo com a quantidade de compostos cianogénicos (HCN)
presentes, sendo este, responsavel pela toxidade das raizes, que € um fator
limitante para o consumo humano (PENTEADO; FLORES, 2001). Assim, a
maioria das variedades bravas é direcionada para o processamento de amido
ou farinha, enquanto as mansas, para o consumo humano na forma in natura.

De fato, o amido € o componente de maior valor agregado da cultura.
Um carboidrato que se apresenta na forma de granulos, com formato e
tamanho dependentes da sua fonte botanica cujos teores podem variar de
acordo com o0 gendtipo, condicbes edafoclimaticas e época de colheita
(VASCONCELOS et al., 2017). O amido de mandioca apresenta propriedades
especiais, como clareza, viscosidade, gelatinizacdo e sabor suave, que o torna
mais adequado para determinados usos na inddstria alimenticia, em

comparacdo ao amido de cereais, que apresenta sabor caracteristico de



cereais (SINGH et al., 2007). E utilizado na alimentacdo humana e como fonte
de matéria-prima para diferentes produtos industriais como etanol,
embalagens, téxtil, farmacéutica e alimentos embutidos, pois confere excelente
textura, poder espessante e menor retrogradacdo durante o processo de
congelamento/descongelamento em comparacdo com amido de outras fontes.
Tais aspectos permitem uma maior estabilidade e contribui para melhorar
caracteristicas sensoriais dos produtos nos quais incorporam 0 amido
(FRANCO et al., 2001).

Além disso, o amido € o unico produto com mercado internacional,
competindo com o amido de milho, trigo e o da batata, que possuem
propriedades similares. A partir do amido de mandioca podem ser produzidos
diversos derivados, ou amidos modificados, utilizados nas industrias de papel,
guimica, alimenticia, entre outras (VILPOUX, 2008).

Em termos econdémicos, a mandioca vem sendo cultivada em regides
tropicais e subtropicais da Africa, Asia e América Latina, ocupando atualmente
0 sexto lugar na producdo mundial, atras da cana-de-acguUcar, soja, milho, arroz
e trigo (FAO, 2014; NJOKU et al., 2015). No Brasil, a sua producéo é de 23
milhdes de toneladas produzida em cerca de 2,34 milhdes de hectares,
ocupando assim, o quarto lugar na produc¢do mundial, apds a Nigéria, Tailandia
e Indonésia (FAO, 2014; GONCALVES et al., 2017). Dentre as principais
regides produtoras no Brasil, as regibes Norte e Nordeste destacam-se na
producdo com 40,0% e 23,1%, respectivamente. Também merece destaque a
regido Sul, com 20,8% de participacao na producédo (IBGE, 2017). A estimativa
da producdo de mandioca para o ano de 2017 é mais de 20 milhdes de
toneladas, com uma reducédo de aproximadamente 11,8% em relacdo ao ano
anterior. Entretanto, h4 uma expectativa de crescimento para a regido Nordeste
de 1,5%, em funcao, principalmente, de um aumento de 6,5% no rendimento
médio, ja que as areas plantadas e colhidas aumentaram em 6,9% e 4,7%,
respectivamente (IBGE, 2017).

Os maiores estados do Brasil produtores de mandioca sdo o Para,
Parana e Bahia, com participacédo de 24,7%, 13,2% e 8,4%, respectivamente,
sendo a Bahia o principal produtor da regido Nordeste, com cerca de 1,74
milhdes de toneladas (IBGE, 2017). Atualmente, a maior concentracéo de area

cultivada encontra-se em regiées de menor industrializacdo, como € o caso das



regides Norte e Nordeste, cujo destino das raizes esta voltado, sobretudo, para
a fabricacdo de farinha (VILPOUX, 2008). Toda producdo brasileira €
praticamente voltada para o mercado interno, com menos de 0,5% da producao
voltada para o mercado externo (BILIERI et al., 2014).

Alguns fatores sdo limitantes para a producdo da mandioca no Brasil,
como a baixa fertilidade dos solos; uso de manivas de baixa qualidade e
variedades pouco produtivas e/ou mal adaptadas as regibes de cultivo; a
elevada sensibilidade na competicdo com ervas daninha; bem como o ataque
de pragas e doencas e a ocorréncia generalizada de deterioracdo fisiologica
pés-colheita (CARDOSO et al., 2013; VENTURINI et al., 2016). Contudo, a
mandioca é uma espécie de fundamental importancia para o pais, por ser uma
das culturas de maior relevancia para a agricultura de subsisténcia e seguranca
alimentar, devido a uma demanda crescente para o desenvolvimento agricola
(KUNKEAW et al., 2011).

Origem e variabilidade genética da mandioca

A mandioca é originaria da América do Sul, sendo o Brasil seu provavel
centro de origem e diversidade (OLSEN, 2004). Foi transferida pelos
portugueses para todo o mundo, particularmente para o continente africano, no
século XVI. Na Africa e América Latina, o cultivo e selecdo de plantas
voluntarias oriundas de sementes durante muito tempo pelos pequenos
agricultores resultou em inumeras variedades locais (NWEKE et al., 2002).

A origem da mandioca sempre foi muito controversa. Olsen; Schaal
(1999) e Olsen (2004) realizaram estudos visando esclarecer a origem desta
espécie com uso de marcadores moleculares, onde avaliaram caracteristicas
morfologicas, geogréficas e filogenéticas. Com base em marcadores Single-
Nucleotide Polymorphisms (SNP) e Simple-Sequence Repeats (SSR), os
autores concluiram que a mandioca foi domesticada a partir de uma
subespécie, a Manihot esculenta ssp. flabellifolia, possivelmente originaria do
sudoeste da bacia Amazonica e ancestral da espécie cultivada (ALLEN, 2002;
OLSEN, 2004). Recentemente, Léotard et al. (2009) avaliaram a variacdo no
gene G3pdh com uma amostragem mais abrangente da atual distribuicdo da M.
esculenta ssp. flabellifolia, e ainda com outras espécies do género Manihot

potencialmente hibridizadas com a mandioca. Seus resultados reiteram os



resultados anteriores, sugeridos por Olsen (2004). Contudo, ainda existem
muitas discussdes sobre a origem botanica da mandioca, pois alguns
pesquisadores questionam as evidéncias de domesticacdo a partir da M.
esculenta ssp. flabellifolia, no sentido de que os estudos que deram suporte a
esta argumentacdo foram temporariamente e espacialmente limitados. Porém,
estudos atuais apoiam a hipétese de que a mandioca € derivada da M.
esculenta ssp. flabellifolia a partir do sudoeste da Bacia Amazodnica (OLSEN,
2004; LEOTARD et al., 2009; DUPUTIE et al., 2011).

Devido a grande Vvariabilidade existente na cultura, torna-se
indispensavel a conservacéo de todo recurso disponivel para evitar uma erosédo
genética, que levaria a perda de genes ou de combinacdes génicas favoraveis.
Atualmente, a variabilidade da espécie tem sido utilizada na geracdo de
cultivares produtivas e resistentes a fatores biéticos e abioticos, de forma a
garantir ampla base genética para subsidiar programas de melhoramento
genético da espécie (VIEIRA et al., 2010). No Brasil existe uma ampla
diversidade genética, considerando atributos de resisténcia as principais
pragas e doencas, adaptacdo a diferentes condicBes edafocliméaticas,
produtividade e qualidade de raiz e amido (VENTURINI et al., 2015; FREITAS
et al., 2016; VENTURINI et al., 2016; VILAS-BOAS et al., 2016).

Embora seja uma espécie aldgama, a mandioca pode ser propagada por
manivas (assexuadamente) e sua conservacdo € feita em campo, em
laboratério (in vitro) ou por meio de estocagem de sementes botanicas
(FUKUDA, 2005). Entretanto, a manutencao da variabilidade genética € feita
predominantemente de forma ex situ, em campo, seja por produtores locais, ou
em bancos ativos de germoplasma e colecdes de trabalhos distribuidas em
instituicbes de pesquisa em varias regidées do pais, preservando assim, grande
parte da variabilidade genética da espécie, que se constitui em atividade
fundamental para garantir a competitividade e sustentabilidade da cultura
(GOMES et al., 2007).

A conservacdo in vitro é uma forma promissora de preservacao do
germoplasma, pois permite manter um elevado numero de individuos em
menor espaco fisico. Entretanto, € dependente de méo-de-obra especializada e
ambiente controlado em laboratério (FUKUDA, 2005; OLIVEIRA et al., 2014b).

Ja a conservacdo de sementes € a menos comum, utilizada para espécies



silvestres que apresentam dificuldades de enraizamento por estacas (manivas)
e gue nao toleram a propagacéao in vitro (SECOND; IGLESIAS, 2000).

Os principais Bancos Ativos de Germoplasma de mandioca estdo
localizados no CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical, Colémbia),
com cerca de 6.000 acessos (OKOGBENIN et al., 2007), [ITA (Instituto
Internacional de Agricultura Tropical, Nigéria) com aproximadamente 4.000
acessos (DUMET et al., 2011) e na Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria, Brasil), com aproximadamente 4.000 acessos oriundos de
diversas regifes do pais e também do exterior.

Apesar da reconhecida variabilidade genética existente, a conservagéo
dos recursos genéticos sO é justificada se forem bem caracterizados e
avaliados, pois 0 sucesso de qualquer programa de melhoramento genético
depende do conhecimento da magnitude de variacdo presente na espécie de
interesse, permitindo sua plena utilizacdo pelos melhoristas e agricultores. Na
mandioca, as caracteristicas de maior interesse para os melhoristas sdo a
produtividade e qualidade de raizes, teor de matéria seca, producdo de amido
e resisténcia a pragas e doencas (VENTURINI et al., 2015; FREITAS et al.,
2016).

Diversidade genética

Estudos sobre a diversidade genética entre populacfes de uma espécie
€ uma atividade essencial que permite descrever o estoque genético
conservado, além de subsidiar politicas de exploracdo e manejo dos recursos
vegetais. A partir desta atividade, é possivel tracar estratégias que permitem
ampliar a base genética da espécie conservada por meio da definicdo das
melhores combinagdes de genitores (ABACA et al., 2013).

A caracterizacdo morfolégica e agronémica proposta por Fukuda e
Guevara (1998), foram essenciais para uma descricdo fenotipica dos acessos
de mandioca. Os descritores propostos por estes autores sdo divididos em
qualitativos (morfolodgicos) e quantitativos (agrondmicos), sendo que esse
ultimo possui grande interferéncia ambiental, havendo dificuldades intrinsecas
para seu uso na categorizacdo de acessos, em funcdo da menor herdabilidade
das caracteristicas. Embora esses descritores exercam papel importante na

diferenciacdo entre variedades, genoétipos que sdo morfologicamente



semelhantes podem ser classificados erroneamente. As condi¢cdes ambientais
e as diferentes fases de desenvolvimento fenologico das plantas exercem
influéncia sobre a caracterizacdo fenotipica, reduzindo assim o poder de
distincao entre os acessos (RABBI et al., 2015).

Kawuki et al. (2011) avaliaram a variabilidade genética para descritores
qualitativos e quantitativos em mandioca e confirmaram que os qualitativos
possuem um poder relativamente limitado de discriminacdo entre acessos. Por
outro lado, os descritores quantitativos mostraram ampla variacdo, sobretudo,
para caracteres de maior interesse agrondmico. No entanto, seu
aproveitamento é restrito devido a capacidade limitada de discriminacao entre
0S acessos da cultura e elevada influéncia ambiental. Portanto, um dos
principais entraves enfrentados nos bancos ativos de germoplasma tem sido a
capacidade de mensuracédo, registro e comparacdo de toda a variabilidade
genética conservada. Estas atividades s&o essenciais para descrever o
material genético armazenado e subsidiar politicas de exploracdo e manejo dos
recursos, permitindo, assim, tracar estratégias de conservacdo em grande
escala, o que é notério na caracterizacdo fenotipica, na qual as avaliacfes
agronébmicas em campo sdao muito laboriosas, envolvendo um grande numero
de gendtipos e necessitando de muita mao-de-obra, area disponivel e recursos
financeiros. Portanto, at¢é o momento, a maioria dos trabalhos sobre
diversidade genética em mandioca tem utilizado apenas uma peguena amostra
de colec¢bes de plantas (OLIVEIRA et al., 2014).

De modo geral, as informacbes fenotipicas dos trabalhos de
caracterizacéo e avaliacdo de germoplasma sdo bastante (teis para orientacao
de cruzamentos, pois as estimativas de diversidade e desempenho agronémico
podem orientar as estratégias de conservacédo e uso do germoplasma de forma
simultanea (ZUIN et al., 2009), como também permitem avaliar os padrbes de
diversidade genética que contribuem significativamente para geracdo de
informacdes sobre: preservacdo da variabilidade genética existente; descoberta
de novos alelos; constatacdo de possiveis duplicatas de acessos; identificagéo
de combinacgOes parentais, que ao serem cruzados, possibilitam maior efeito
heterdtico na progénie e introgressao de genes desejaveis.

A necessidade de fomentar uma base de conhecimento sobre a

caracterizagdo fenotipica de acessos pertencentes ao germoplasma é uma



atividade essencial para a identificacdo e diferenciacdo de individuos. No
entanto, as limitacOes desta abordagem s&o agora reconhecidas, motivando a
busca por estratégias alternativas que permitam caracterizar toda a
variabilidade da cultura que afetam o fluxo génico, responsavel pelos padrdes
de diversidade observados.

Estudos sobre a variabilidade genética do germoplasma de mandioca
tém sido realizados com foco na identificacdo de fontes tolerantes a
deterioracdo fisiologica poOs-colheita (VENTURINI et al., 2015); dados
agrondmicos quantitativos e qualitativos (OLIVEIRA et al., 2015); teor de
matéria seca de raizes (OLIVEIRA et al., 2016); identificacdo de fontes de
resisténcia a doencas, a exemplo da podriddo radicular (VILAS-BOAS et al.,
2016) e diversidade fenotipica de granulos de amido (VASCONCELOS et al.,
2017). Apesar da ampla diversidade genética relatada na mandioca, a
tendéncia da variabilidade global vem decaindo nos cultivos comerciais em
funcdo da substituicio de variedades locais por variedades melhoradas
(WILLEMEN et al.,, 2007). Em razéo disto, toda estratégia relacionada a
avaliacdo e caracterizacdo de germoplasma € uma poderosa ferramenta para
promover o uso de recursos genéticos de mandioca objetivando o progresso
genético da cultura.

Utilizacdo de marcadores moleculares na cultura da mandioca

Além da caracterizacdo fenotipica, tem-se constatado ampla
variabilidade genética entre gendtipos de uma mesma espécie com uso de
marcadores moleculares, que proporcionam maior grau de informacao pelo fato
de ndo sofrerem influéncia ambiental. Isto permite aos programas de
melhoramento genético estimar a diversidade existente nas espécies
independente do ambiente de cultivo para elucidar questdes sobre filogenia e
identificacdo de duplicatas de acessos (MOURA et al., 2013).

Na mandioca, os marcadores moleculares tem sido empregados em
estudos de diversidade genética, incluindo marcadores Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) (VIEIRA et al., 2010), Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP) (RAJI et al., 2009) e Simple-Sequence Repeats (SSR)
(GONCALVES et al.,, 2017), sendo estes Ultimos 0s mais vantajosos em

hY

relacdo aos anteriores, devido a alta reprodutibilidade, além do alto poder
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discriminativo; caracteristicas importantes que justifica seu uso em diversos
estudos de genética populacional.

Atualmente, os marcadores Single-Nucleotide Polymorphism (SNP) tém
sido bastante utilizados em virtude da sua abundancia no genoma, baixa taxa
de mutacao, facilidade de automacéo e localizacao especifica no cromossomo,
0 que vem intensificando sua aplicagdo em estudos de ecologia, evolucao,
conservacdo (HELYAR et al.,, 2011) e diversidade genética em diferentes
espécies (SPANIC et al., 2016), inclusive na cultura da mandioca (OLIVEIRA et
al., 2014).

Apesar de ndo serem considerados marcadores multialélicos, como os
microssatélites, os SNPs se destacam na sua aplicabilidade devido a recentes
tecnologias desenvolvidas para genotipagem, envolvendo o processamento de
um grande numero de marcadores e amostras simultaneamente, agregando
menor custo, maior rendimento e nivel de reprodutibilidade superior em relacao
a outros tipos de marcadores moleculares (ELSHIRE et al., 2011).

Recentes técnicas tém sido desenvolvidas com o intuito de auxiliar o uso
de marcadores moleculares. Luikart et al. (2003) afirmaram que uma
abordagem molecular ideal para gendmica populacional deve descobrir
centenas de marcadores polimorficos que cubram todo o genoma em uma
Unica, simples e confiavel andlise. Assim, a tecnologia Next-Generation
Sequencing (NGS) disponibiliza véarias abordagens, que sédo capazes de
descobrir, sequenciar e genotipar milhares de marcadores em quase todos 0s
genomas de interesse em um Unico passo, mesmo em populacdes em que
pouca ou nenhuma informacao genética esteja disponivel (DAVEY et al., 2011).
Esta tecnologia vem sendo aplicada em larga escala, abrindo oportunidades
fascinantes na biologia, e tornando possivel a genotipagem de grandes
populacdes e projetos de ressequenciamento de genomas, a fim de identificar
e mapear amplo numero de SNPs.

O aumento na densidade de marcadores, além de produzir quantidades
enormes de dados de sequenciamento da ordem de bilhdes de bases,
amplamente distribuidos ao longo do genoma, permite que muitas questdes
biologicas sejam respondidas. Alguns exemplos referem-se a exploracdo da
diversidade das espécies; construgcdo de mapas genéticos e realizagdo de

estudos sobre associagdo gendmica genome-wide association study (GWAS);
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identificacdo de pontos de interrupcdo de recombinagcdo para 0 mapeamento
de ligacdo ou o mapeamento de quantitative trait locus (QTL), localizando
regibes gendmicas diferenciadas entre populagbes para estudos de genética
quantitativa; genotipagem de grande numero de individuos para selecdo
assistida por marcadores ou estudos de filogenia de dezenas de populacdes
silvestres de forma simples e robusta, alterando a relacdo custo/beneficio por
sequenciamento e oferecendo um preco final mais atraente e em menor tempo
(DAVEY et al., 2011; ELSHIRE et al., 2011; RABBI et al., 2015).

Uma das plataformas de sequenciamento de proxima geracao
amplamente disponivel é a genotyping-by-sequencing (GBS), que combina a
descoberta de polimorfismo e a genotipagem em um Unico passo, oferecendo
um processo de producdo de biblioteca simplificada mais propicia para ser
utilizada em grande nimero de individuos. Por meio desta técnica, ao invés de
se definir a priori quais SNPs serdo genotipados ao longo do genoma, a
metodologia detecta e promove a genotipagem dos SNPs, para uma selecéo a
posteriori dos marcadores que serdo empregados nas mais diversas analises
genéticas (ELSHIRE et al.,, 2011), isto é, o método ndo demanda o
desenvolvimento prévio de marcadores e se baseia em reagentes universais,
assim como na técnica de RAPD, que permitiu, em sua época, um avango
notavel na capacidade de realizar analises genéticas moleculares em qualquer
espécie.

A GBS é adequada para estudos de populacbes, caracterizacdo de
germoplasma, mapeamento de diversas caracteristicas em qualquer espécie,
oferecendo baixo custo por amostra, com sequéncias de tamanho fracionado e,
orientadas por enzimas de restricdo (ELSHIRE et al., 2011). Pelo método GBS,
€ possivel gerar um grande numero de SNPs, e isso tem sido uma ferramenta
valiosa para analises de estrutura populacional na mandioca (PEREA et al.,
2016), pois permite analisar a variacdo genética presente entre gendtipos de
forma cada vez mais eficaz.

A técnica envolve a digestdo do DNA gendmico alvo utilizando uma
enzima de restricdo, gerando uma biblioteca de fragmentos com tamanhos
entre 200 e 400 pb (pares de base). Esta metodologia tem como diferencial o
fato de que, para cada individuo a ser genotipado, uma sequéncia indexadora

conhecida como “bacorde” ou “cddigo de barras” contendo de 4 a 8 pares de
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base de DNA, é incluida no adaptador. Dessa forma, cada amostra a ser
genotipada tera uma sequéncia “bacorde” unica, permitindo sequenciar
centenas de milhares de amostras simultaneamente de modo multiplex. As
sequéncias contendo de 75 a 100 pares de base, geradas para cada amostra,
podem ser identificadas pelo seu “bacorde” e, assim, recuperadas
individualmente, permitindo a genotipagem dos marcadores SNPs em cada
individuo (ELSHIRE et al., 2011). No entanto, a redu¢do da complexidade do
genoma com uso de enzimas de restricdo deve ser empregada para assegurar
suficiente sobreposicdo na cobertura de sequéncia para espécies com
genomas grandes, como no caso da mandioca.

A GBS tem sido amplamente utilizada em diversos germoplasma, como
trigo (POLAND et al., 2012), soja (SONAH et al., 2013), sorgo (THURBER et
al., 2013), arroz (SPINDEL et al., 2013) e recentemente na cultura da mandioca
(RABBI et al.,, 2015), onde os resultados significativos referentes a esses
estudos demonstraram a eficacia da GBS para a compreenséo da diversidade
molecular e estudos de filogenia em diversas plantas cultivadas (HUANG et al.,
2014). Assim, considerando a aplicacdo bem-sucedida do método GBS em
andlises genéticas de alto rendimento em outras espécies, as informacdes
obtidas no germoplasma da mandioca, pelo método GBS, certamente
permitirdo: i) o entendimento da diversidade genética e das relagbes entre
acessos, que sao essenciais para programas de melhoramento genético,
auxiliando pesquisadores nas tomadas de decisOes para restaurar a variacao
genética perdida, por meio de expedicbes de coleta direcionadas; ii) a
identificacdo de progenitores contrastantes para hibridagdes intraespecificas;
iii) de forma direta e indireta contribuira para melhoria dos niveis de resisténcia
as principais pragas e doencas que acometem a cultura, como também o
rendimento médio de cultivo, indicando cada vez mais, individuos promissores
gue atendam a demanda de mercado de forma precisa e robusta (FERGUSON
et al., 2012).

Identificac&o de acessos duplicados no germoplasma da mandioca
Segundo Robichaud et al. (2006), grande parte dos acessos de
mandioca estdo armazenados em bancos ativos de germoplasma, visando

conservar e utilizar de modo racional todo recurso genético disponivel.
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Entretanto, o trabalho de coleta dos acessos é realizado em épocas e locais
diferentes. Assim, € comum a utilizacdo de nomes distintos, que na verdade
tratam-se do mesmo genétipo, nesse processo, 0S genotipos perdem sua
identidade original. Também ¢é possivel que uma pobre classificacdo do
material, que normalmente é baseado em poucos descritores morfolégicos
possa dar origem a presenca de material idéntico registrado com nomes
diferentes (KILIAN; GRANER, et al., 2012). Ademais, as condicoes ambientais
e os diferentes estadios de desenvolvimento da planta influenciam tais
descritores e, finalmente, o nimero de descritores se torna cada vez mais
limitado & medida que sdo desenvolvidas variedades para se adequarem aos
idedtipos desejados (RABBI et al., 2015). Ja no caso de materiais selvagens,
as expedicdes de coletas podem ter sido organizadas em areas idénticas ou o
material coletado pode ter sido adquirido sem conhecimento prévio suficiente
sobre a distribuicdo da variacdo genética nas areas naturais de coleta (VAN
TREUREN; VAN HINTUM, 2003).

Todas estas inconsisténcias tém resultado na ocorréncia de acessos
repetidos, que comprometem a conservacdo e o avanco nos estudos do
germoplasma. Por este motivo, é de grande importancia trabalhos que visam a
identificacédo de duplicatas em BAGs, resultando em uma diminui¢do do espaco
fisico, tornando &gil e dindmico o manejo e conservacao, e consequentemente,
gerando diminui¢cao de custos na manutencao das plantas em campo ou in vitro
(MOURA et al., 2013).

Na cultura da mandioca, diversos estudos mostram a existéncia de
materiais duplicados nos germoplasma e o quanto essas duplicatas prejudicam
0s avancos no melhoramento da espécie, principalmente no que diz respeito a
manutencdo destes acessos em campo, que consequentemente levam a
reducdo da representatividade de toda diversidade genética conservada.
(MOURA et al., 2013; RABBI et al., 2015; MOURA et al., 2016).

As primeiras formas de identificacdo de duplicatas foram realizadas com
base em dados morfoagronémicos, de acordo com Fukuda e Guevara (1998),
em que os clones sao diferenciados apenas fenotipicamente. Apesar da
importancia desse tipo de caracterizacdo em bancos de germoplasma, as
caracteristicas quantitativas constituem uma alternativa viavel na identificacéo

de duplicatas para caracteres de interesse agrondmico e as caracteristicas
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qualitativas possibilitam estabelecer graus de similaridade entre diferentes
clones. Contudo, esse tipo de caracterizacdo ndo permite uma diferenciacéo
completa entre acessos (OLIVEIRA et al., 2015).

Diante disso, a forma mais acurada para identificacdo de duplicatas é
pela genotipagem molecular, ja que os marcadores moleculares mostram
regides aleatérias do genoma permitindo diferenciar genétipos fenotipicamente
similares e ndo sofrem influéncia ambiental. A partir do estabelecimento da
relacdo genética entre 0s acessos, € possivel tracar estratégias de
conservacgao e uso do germoplasma nos programas de melhoramento genético
para geracdo de novas variedades com caracteristicas diferenciais aquelas ja
utilizadas no sistema de producao (EGBADZOR et al., 2014).

O namero de trabalhos na literatura mostrando a eficiéncia dos SNPs na
deteccdo de duplicatas tem aumentado, principalmente em culturas de
importancia econbmica, como feijdo-caupi (EGBADZOR et al., 2014), soja
(SONG et al., 2015), kiwi (MELO et al., 2017), e mandioca (RABBI et al., 2015).
Segundo Horna et al. (2010), o custo da identificacdo de um acesso de
mandioca duplicado utilizando a caracterizacdo molecular, é 12 vezes menor
do que o custo de se conservar e utilizar o material como um acesso diferente
em um germoplasma. Ademais, a tecnologia NGS tem permitido a identificacao
de milhares de marcadores no genoma de interesse em um Unico passo, com
custos mais acessiveis e aliados a modelos estatisticos rigorosos, permitem a
identificacdo de materiais duplicados com maior confiabilidade, pois, tem sido
mais vantajoso para curadores e melhoristas obter todo conhecimento possivel
acerca dos materiais conservado, em vez de ampliar o germoplasma
propriamente dito.

A identificacdo de acessos duplicados € um caminho importante para
otimizacdo da conservacdo do germoplasma de mandioca e priorizacdo das
atividades de caracterizacdo e avaliagdo fenotipica para descoberta de novos
genes e caracteristicas funcionais. Isto se faz necessario, pois a conservagao
em campo envolve elevados custos financeiros e méao-de-obra, sobretudo
para a realizacdo de plantio, colheita, tratos culturais, e controle de pragas e
doencas (JOACHIM-KELLER et al., 2013).

De acordo com Chavarriaga-Aguirre et al. (1999), os custos anuais de

manutencdo de um BAG de mandioca giram em torno de U$17,09 (ddlares
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americanos) anual por acesso mantido em campo. Segundo estes mesmos
autores, a caracterizacdo de acessos a fim de ser evitar materiais duplicados
podem reduzir os custos de manutencdo em torno de 20 a 25%. Um recente
estudo no germoplasma do alho (Allium sativum L.), os autores afirmaram que
somente 0s custos com mao-de-obra representam cerca de 81% dos custos
anuais. (JOACHIM-KELLER et al., 2013).
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Diversidade genética do germoplasma de Manihot esculenta Crantz com

base em marcadores SNP

RESUMO: A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma espécie cuja
diversidade natural Ihe assegura um enorme potencial alimentar, industrial e
energético. O objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade genética e a
estrutura populacional de 1.580 acessos pertencentes ao germoplasma
internacional conservado no Brasil, com uso de 20.601 marcadores Single-
Nucleotide Polymorphism (SNP). Os valores meédios de conteddo de
informacéo polimorfica (PIC), endogamia (f), heterozigosidade observada (Ho)
e esperada (He) foram de 0,24; 0,21; 0,23; e 0,30; respectivamente,
apresentando niveis de diversidade genética compativeis com a natureza do
marcador (predominantemente bialélico) e com o sistema reprodutivo da
espécie. Em nivel cromossdmico, os valores meédios de He, Ho, PIC e f foram
muito similares nos 18 cromossomos da espécie. Em nivel de individuo, os
valores de f situaram-se entre 0,49 a 0,97, com média de 0,69, sendo que trés
acessos de mandioca apresentaram f >0,90. Os valores de desequilibrio de
ligacdo (LD) se estenderam entre 15 e 20 kb (r>= 0,20). Em relac&o a anélise
discriminante de componentes principais (ADCP), foram formados 22 grupos
com probabilidade de alocacdo dos individuos acima de 0,99. N&o foi
observada associagdo entre o agrupamento da ADCP e agrupamentos com
base em dados fenotipicos (teor de compostos cianogénicos e cor da polpa das
raizes) e de origem genética e geografica. Contudo, o agrupamento ADCP
resultou em uma maior variacdo entre grupos (14,85%). Estas informacdes
sugerem extensivo intercambio de germoplasma de mandioca no Brasil e
ampla diversidade molecular e fenotipica. Esses resultados proporcionardo um
melhor entendimento sobre a variabilidade genética conservada e, a

organizacdo populacional do germoplasma.

Palavras chave: AMOVA; estrutura populacional; mandioca; variabilidade
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Genetic diversity of Manihot esculenta Crantz germplasm based on SNP

markers

ABSTRACT: Cassava (Manihot esculenta Crantz) is a species whose natural
diversity has great food, industrial and energy potential. This study aimed to
evaluate the genetic diversity and population structure of 1,580 accessions
belonging to the international germplasm conserved in Brazil using 20,601
Single-Nucleotide Polymorphism (SNP) markers. The average values of
polymorphic information content (PIC), inbreeding (f), observed heterozygosity
(Ho) and expected heterozygosity (He) was 0.24; 0.21; 0.23; and 0.30;
respectively, presenting levels of genetic diversity compatible with the nature of
the marker (predominantly biallelic) and with the species reproductive system.
The mean values of He, Ho, PIC and f were similar for the 18 chromosomes of
species. At individual level, f values ranged from 0.49 to 0.97; with an average
of 0.69, whereas some cassava accessions showed f > 0.90. The values of
linkage disequilibrium (LD) extended from 15 to 20 kb (r=0.20). Regarding the
discriminant analysis of principal components (DAPC), 22 groups were formed
with probability of allocation of individuals above 0.99. No association was
observed between DAPC grouping and clusters based on phenotypic data
(cyanogenic compound content and color of the root pulp) and of genetic and
geographic origin. However, the DAPC grouping resulted in a greater variation
between groups (14.85%). This information suggests extensive exchange of
cassava germplasm in Brazil and a wide molecular and phenotypic diversity.
These results will provide a better understanding of the preserved genetic

variability and the population organization of the germplasm.

Keywords: AMOVA; cassava; population structure; variability
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INTRODUCAO

O Brasil é considerado o provavel centro de origem e diversidade do
género Manihot, composto aproximadamente, por 98 espécies, as quais,
possivelmente, foram originadas de cruzamentos naturais e hibridacGes
interespecificas (OLSEN, 2004; BREDESON et al., 2016). Este género
pertence as Euphorbiaceae, uma familia de angiospermas que inclui véarias
outras espécies de importancia econbmica como a mamona, pinhdo-manso e
seringueira, que divergiram da mandioca ha aproximadamente 35 milhfes de
anos (BREDESON et al., 2016).

Atualmente, sabe-se que a mandioca (Manihot esculenta Crantz),
popularmente conhecida como aipim, macaxeira, mandioca e yuca, é a Unica
espécie comercial do género Manihot, domesticada no sudoeste da Bacia
Amazonica a partir do progenitor selvagem M. esculenta ssp. flabillifolia e
difundida para além da América do Sul nos ultimos 500 anos, exportada pelos
colonizadores europeus e pelos comerciantes de escravos (NASSAR, 2002;
OLSEN, 2004).

E uma das culturas tropicais mais difundidas no pais, resultado da ampla
variabilidade genética cultivada em todo territorio brasileiro, sendo uma das
culturas fundamentais na seguranca alimentar, por ser excelente fonte de
carboidratos e apresenta plasticidade fenotipica quando submetidas a
diferentes condi¢cdes edafoclimaticas e pela diversidade de usos na
alimentacdo humana e animal (LEBOT, 2009; RABBI et al., 2012).

A manutencdo da diversidade genética tem sido um grande desafio
considerando a substituicdo de variedades locais por variedades melhoradas
(WILLEMEN et al., 2007). Em razédo disto, € notéria a preocupacdo mundial
com a reducdo da variabilidade genética, que pode comprometer a utilizacdo e
conservacao dos recursos genéticos de diversas espécies, principalmente na
obtencdo de progressos genéticos constantes, no ambito de acdo dos
programas de melhoramento (OLIVEIRA et al., 2015).

A maior parte da variabilidade genética da mandioca tem sido
preservada em Bancos Ativos de Germoplasma (BAG) sob condi¢cdes de
campo, tendo como objetivo a conservacéo da variabilidade genética existente
na natureza e assim, evitar a erosdo genética causada pela acdo antropica
(FERGUSON et al., 2012).



30

Atualmente, os principais bancos ativos de germoplasma de mandioca
estdo localizados no: i) Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) -
Coldombia, com aproximadamente 6.000 acessos, sendo 93% compostos por
variedades locais coletadas de regides tropicais e subtropicais e outros 7% por
hibridos (OKOGBENIN et al., 2007); ii) Instituto Internacional de Agricultura
Tropical (IITA) - Nigéria, com aproximadamente 4.000 acessos dentre parentes
silvestres a variedades melhoradas, mantidos em campo (ex situ) e banco in
vitro (DUMET et al., 2011); e iii) Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa) — Brasil, com cerca de 4.000 acessos, onde aproximadamente 80%
sdo variedades locais e 20% compostas por variedades ou hibridos
melhorados, oriundos de diversas regifes do pais e do exterior.

Para explorar toda base genética conservada nos BAGs, é que estudos
sobre diversidade genética e avaliacdo de estrutura populacional sé&o
fundamentais, por serem precursores em abordagens convencionais e
biotecnolégicas aplicadas ao melhoramento vegetal, a exemplo de estudos de
mapeamento associativo (ATWELL et al., 2010; TIAN et al., 2011), evolucao
(VAN-HEERWAARDEN et al., 2011) e selecdo genbmica (AZEVEDO et al.,
2016; WOLFE et al., 2016). Esses estudos também sao Uteis na selecdo de
combinacdes parentais favoraveis para o desenvolvimento de progénies, com
variabilidade genética maxima e na estimacdo de indices de diversidade que
dao suporte na compreensdo de aspectos evolutivos (mutacdo, selecdo
natural, migracdo ou fluxo génico e deriva genética) (SEMAGN et al., 2012;
RAMU et al., 2017), contribuindo para o melhoramento genético da espécie.

Em mandioca, a caracterizacdo do germoplasma tem sido utilizada para
identificar a variabilidade genética existente, com uso de marcadores
bioquimicos (LEFEVRE; CHARRIER, 1993), descritores quantitativos e
qualitativos (KAWUKI et al., 2011a), marcadores moleculares, a exemplo dos
microssatélites (GONCALVES et al., 2017) e, mais recentemente, os SNPs
(MTUNGUJA et al., 2017). Embora o entendimento sobre a diversidade
genética e estrutura populacional por meio de métodos convencionais,
utilizando a caracterizacdo morfoagrondmica seja uma estratégia bastante
utilizada na cultura da mandioca (KAWUKI et al., 2011a), existem algumas
limitagOes inerentes a este tipo de caracterizagdo, sobretudo descritores

guantitativos, devido a forte influéncia ambiental, tipica de caracteristicas de
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heranca complexa (VIGOUROUX et al., 2008; AGRAMA et al., 2010; MORRIS
et al.,, 2013). Por outro lado, os descritores qualitativos tém como principal
desvantagem seu limitado numero para ampla discriminagdo fenotipica.
Portanto, esses descritores certamente continuardo a ser bastante Uteis na
caracterizacdo do germoplasma, mas como informacfes complementares a
outros métodos contemporaneos para deteccdo de variabilidade genética.

Devido a necessidade de se aumentar a eficiéncia, a precisdo das
analises, bem como a reducao de tempo e recursos financeiros envolvidos na
caracterizacdo do germoplasma, novas estratégias tém sido desenvolvidas
para estimar de forma ampla e padronizada, toda a diversidade genética
conservada em BAGs, com a minima interferéncia ambiental, a exemplo dos
marcadores de DNA (RABBI et al., 2015; AZEVEDO et al., 2016; GONCALVES
et al., 2017; MELO et al., 2017). Dentre os marcadores moleculares, os Single-
Nucleotide Polymorphism (SNP) tem atraido atencdo da pesquisa em virtude
da abundancia no genoma, localizacdo especifica no cromossomo, baixa taxa
de mutacao e a facilidade de automacédo (MAMMADOQYV et al., 2012).

Uma das principais vantagens desses marcadores, € a possibilidade de
automacdo quando associada a tecnologia Next-Generation Sequencing
(NGS). Dentre as plataformas de sequenciamento da préxima geracdo
disponiveis, o método genotyping-by-sequencing (GBS), relativamente simples
e de menor custo, torna viavel a genotipagem de grandes populaces de
individuos (ELSHIRE et al., 2011). Deste modo, tornou-se prestigiado,
particularmente para pesquisas que envolvem espécies ndo-modelo e com
recursos gendmicos limitados (SEEB et al., 2011; GLAUBITZ et al., 2014).

Os SNPs tém sido amplamente utilizados em estudos de evolucao,
conservacao, diversidade genética e estrutura populacional em diferentes
espécies, como girassol (FILIPPI et al., 2015); soja (SONG et al., 2015); trigo
(SPANIC et al., 2016); arroz (TANG et al., 2016); e em organismos ndo-modelo
(SEEB et al., 2011). A aplicacdo desses marcadores na cultura da mandioca,
tem acompanhado a evolugéo das outras culturas, tendo seu uso focado na
selecdo gendmica (OLIVEIRA et al., 2012); construcdo de mapas de ligacao;
mapeamento de quantitative trait locus (QTL) (HAMBLIN; RABBI 2014,
POOTAKHAM et al., 2014); desenvolvimento de cole¢édo nuclear (OLIVEIRA et

al., 2014b); identificacdo de fontes de resisténcia, por meio da selecao
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assistida por marcadores (exemplo do virus do mosaico africano) (CARMO et
al., 2015); identificacdo de acessos duplicados (RABBI et al.,, 2015) e
caracterizacao de germoplasma (ORTIZ et al., 2016; MTUNGUJA et al., 2017).
Recentemente, 402 SNPs foram utilizados em estudos de diversidade
genética e estrutura populacional (OLIVEIRA et al., 2014a) no germoplasma de
mandioca da América Latina. Contudo, um nimero reduzido de SNPs, ligados
a regides especificas do genoma da espécie, e apenas parte do germoplasma
de mandioca disponivel, foi utilizada. Assim, ainda é preciso investir na analise
da diversidade e estrutura populacional do maior nimero de acessos de M.
esculenta com uso de marcadores com ampla cobertura genémica. Desse
modo, o objetivo deste estudo foi analisar a estrutura genética de acessos
pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma de mandioca da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, com base em marcadores SNPs, a fim de quantificar a
variabilidade genética existente, contribuindo assim na elaboracdo de
estratégias eficientes para a conservacao e melhoramento genético da espécie.

MATERIAL E METODOS
Material Vegetal

Foram utilizados 1.580 acessos do Banco Ativo de Germoplasma de
Mandioca (BAG-Mandioca), pertencente a Embrapa Mandioca e Fruticultura,
localizada em Cruz das Almas — BA, Brasil (12°40'19"S, 39°06'22"W, 226 m
altitude). A regido é de clima tropical com temperatura média anual de 24,5°C,
80% de umidade relativa do ar, e 1.250 mm de precipitagdo anual. Os acessos
sao oriundos de diferentes ecossistemas do Brasil, Colémbia, Nigéria, Panama,
Venezuela e Uganda, dos quais 1.183 sao variedades locais e 397 séo
variedades melhoradas, obtidas a partir de métodos convencionais de
melhoramento, sele¢cdo massal e cruzamentos artificiais, bem como selegdo de
variedades locais com alto potencial produtivo identificado por produtores e/ou
instituicoes de pesquisa.
Extracao de DNA

O DNA foi extraido a partir de folhas jovens, de acordo com o protocolo
CTAB (brometo de cetiltrimetilam6nio) conforme descrito por Doyle; Doyle
(1987), com pequenas modificacbes, a exemplo da adi¢cao de polivilpirrolidona

(PVP) e aumento da concentracao de 2-mercaptoetanol a 0,4%. A qualidade do
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DNA foi avaliada por quantificacdo em gel de agarose 1,0% (p/v) corado com
brometo de etidio (1,0mg/L) em tampao TBE 0,5 x (45 mM Tris-borate, 1 mM
EDTA e qg.s.p de agua destilada), visualizado em luz UV e registrado com o
fotodocumentador Gel Logic 212 Pro (Carestream Molecular Imaging, New
Haven, USA) por comparacéo visual com uma série de concentracdes de DNA
conhecido do fago Lambda (Invitrogen, Carlsbad, CA). O DNA foi diluido em
tampao TE (Tris-HCI 10mM e EDTA 1mM) para uma concentragao final de 60
ng/uL e a qualidade foi verificada pela digestdo de 250 ng do DNA gendmico a
partir de 10 amostras aleatérias com a enzima de restricdo EcoRI (New
England Biolabs, Boston, EUA) a 65° C durante duas horas e posteriormente,
visualizada em gel de agarose.
Genotipagem por Sequenciamento

As amostras de DNA foram genotipadas no Genomic Diversity Facility
pertencente a Cornell University (http://www.biotech.cornell.edu/brc/genomic-
diversity-facility). O protocolo basico da genotyping-by-sequencing (GBS), foi
descrito por Elshire et al. (2011), no qual o DNA foi digerido pela enzima ApeKI
recomendada por (HAMBLIN; RABBI 2014), uma endonuclease de restricao
tipo Il que reconhece uma sequéncia degenerada de 5 bases (GCWGC, onde
W é A ou T) com comprimentos de 100 pb. A ligacdo entre os fragmentos com
corte ApeKl e o adaptador, foi realizada apdés a digestdo das amostras e
implementacdo de sistema multiplex com 192 amostras para realizacdo do
sequenciamento. A GBS foi realizada utilizando o Genome Analyzer 2000
(Nlumina, Inc., San Diego, CA). Para analise das sequéncias e filtros de
qualidade foram utilizados os softwares Tassel versédo 5.2.37 (BRADBURY et
al., 2007) visando remover alelos com uma frequéncia minima (MAF) inferior a
5% e SNPs com mais de 20% de dados perdidos. Posteriormente, os demais
dados perdidos foram imputados no software R verséo 3.3.4 (R Development
Core Team, 2017), utilizando o pacote computacional missForest.
Anédlise de diversidade

Com base nas estimativas das frequéncias alélicas dos SNPs, foram
obtidas as seguintes informacfes: 1) Heterozigosidade observada (Ho),
calculada a partir das frequéncias genotipicas; 2) Heterozigosidade esperada
(He), calculada de acordo com Nei (1973):He=1— Zpizj, onde p; € a

frequéncia do j" alelo para o i loco; 3) Contetido de informacao polimorfica
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(PIC), de acordo com Botstein et al. (1980): PIC = ¥¥_;,, 2p?p?, em que k é 0
nuamero de alelos e p;e p;sao as frequéncias dos alelos i e j; 4) Coeficiente de

Sij-p;

endogamia por loco, f = e
—Pi

em que ¢;;=1 se o loco for homozigotico (alelo i

= alelo j) e p; € a frequéncia do alelo i na populacdo. 5) indice de endogamia f

por individuo, f =1 — (@); 6) Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE p-values)

He
para cada loco (p<0,01), pelo teste classico y?*; e 7) O desequilibrio de ligacdo
(LD) estimado pelo coeficiente de correlacdo (r?) foi dado por

2 _ __(pab—papb)®
pa (1-pa)pb(1-pb)”’

em que pab é a frequéncia de gametas com o par de

alelos a e b, e papb é o produto das frequéncias dos dois alelos pae pb. O
quadrado do coeficiente de correlacdo r2(pa,pb,pab) pode variar de 0 a 1,
assim como pa, pb, pab.

Todas as estimativas foram obtidas com auxilio do software R verséo
3.3.4 (R Development Core Team, 2017), utilizando os pacotes computacionais
adegenet, hierfstat, ggplot2, genetics, pegas e LDheatmap.

Andlise da estrutura populacional

Duas analises complementares foram utilizadas para avaliar a estrutura
e diversidade genética entre 0s acessos: agrupamento com base na analise
discriminante de componentes principais (ADCP) e analise de variancia
molecular (AMOVA).

A ADCP baseia-se na transformacao preliminar dos dados, utilizando a
analise de componentes principais (ACP) como passo prévio a analise
discriminante (AD), garantindo que as varidveis submetidas a AD sao
perfeitamente descorrelacionadas e 0 seu ndmero seja menor que 0S
individuos analisados sem necessariamente implicar na perda de informacao
genética. Esta transformacdo permite a AD aplicar-se a qualquer dado
genético, minimizando as diferencas entre individuos dentro de cada grupo e
maximizando-as entre grupos, no qual os acessos sdo melhores discriminados
em grupos pré-definidos.

A ADCP foi analisada no pacote adegenet do software R versao 3.3.4.
(R Development Core Team, 2017) sem informac&o prévia sobre os individuos
para definicdo de grupos (JOMBART et al., 2010), onde o numero de grupos foi

definido com base no agrupamento K-means, considerando o argumento
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smoothNgoesup da funcéo find.cluster que seleciona o K mais adequado com
base no maior aumento do valor do critério de informacgéo bayesiano (BIC). O
argumento smoothNgoesup utiliza um método ndo parametro de regressao
chamado lowess (local-weighted regression and smootthing scatterplot) que
adapta uma curva de regressao linear localmente ponderada para promover a
suavizacdo de gréaficos de dispersdo. Apés a definicdo do numero de grupos,
0s eixos da andlise de componentes principais que explicaram mais de 85% da
variancia total dos dados, foram mantidos na analise (JOMBART et al., 2010).
A andlise de variancia molecular (AMOVA) foi realizada apenas com 0s
SNPs mais informativos, tendo como critério de sele¢cdo um PIC > 0,30 (total de
7.436 SNPs). A AMOVA foi realizada considerando diferentes niveis
hierarquicos: a) origem geografica dos acessos Brasil (regibes Centro-Oeste,
Norte, Nordeste e Sul), Colémbia (regido do Valle), Nigéria, Panama,
Venezuela e Uganda; b) origem dos acessos (variedade melhorada ou local); c)
teor de compostos cianogénicos (classificagdo em mandioca mansa,
intermediaria ou brava); d) agrupamentos formados pela ADCP e; e) cor de
polpa da raiz (branca, creme, amarela e rosada). A AMOVA foi realizada
utilizando o pacote poppr implementado no software R versdo 3.3.4. (R

Development Core Team, 2017).

RESULTADOS
Anélise dos marcadores SNPs

O método GBS, utilizado para identificar os marcadores SNPs,
apresentou uma cobertura de 71,69% no genoma da mandioca. Inicialmente,
as sequéncias permitiram a identificacdo de 444.821 SNPs mapeados no
genoma de referéncia da mandioca versdao 6 (http://phytozome.jgi.doe.gov).
Foram aplicados filtros de qualidade visando a remocdo de alelos com baixa
frequéncia (MAF<0,05) e locos com dados perdidos que nao atendiam aos pré-
requisitos (>20%).

Assim, foram obtidos SNPs de alta qualidade, totalizando 20.610, que
representam 4,63% do nuamero original. Dentre os 20.610 SNPs de alta
qualidade, 19.607 (95,13%) foram fisicamente mapeados nos 18 cromossomos
de M. esculenta, com uma densidade média de 26,85 kb (Tabela 1). As

maiores e menores densidades de marcadores foram observadas nos
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cromossomos 14 (21,11 kb) e 17 (34,66 kb), respectivamente. Os demais 1.003
SNPs (4,87%) ndo foram fisicamente alocados nos cromossomos da mandioca,

por isso, foram alocados em scaffolds denominados A e B (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo e densidade dos 20.610 marcadores Single-Nucleotide

Polymorphism (SNP) identificados em Manihot esculenta Crantz.

CrOMOSSOMOS Tamanho do Numero Porcentagem Densidade
cromossomo (Mb) de SNP de SNP (%) média (Kb)
1 34,58 1577 7,65 21,93
2 32,55 1288 6,25 25,27
3 29,44 1347 6,54 21,86
4 28,78 892 4,33 32,26
5 28,45 1230 5,97 23,13
6 27,96 1234 5,99 22,66
7 27,09 951 4,61 28,49
8 34,03 1019 4,94 33,40
9 29,44 1030 5,00 28,58
10 26,36 1039 5,04 25,37
11 27,40 1059 5,14 25,87
12 28,47 963 4,67 29,56
13 28,14 915 4,44 30,75
14 24,87 1178 5,72 21,11
15 26,21 1124 5,45 23,32
16 28,99 976 4,74 29,70
17 27,42 791 3,84 34,66
18 25,26 994 4,82 25,41
Scaffold A - 420 2,04 -
Scaffold B - 583 2,83 -
Média 1.030,50 26,85

Nove SNPs mostraram-se monomorficos nos acessos de mandioca
avaliados e, portanto, foram removidos, restando 20.601 SNPs para uso nas
analises subsequentes de diversidade genética e estrutura populacional. Em
meédia, foram identificados 1.030 SNPs por cromossomo, apresentando
variacdo de 420 (Scaffold A) a 1.577 SNPs (cromossomo 1) (Tabela 1). Deste
modo, foram identificados SNPs em todos os cromossomos, de maneira
relativamente equilibrada, o que certamente pode trazer maior precisdo e
confiabilidade nas estimativas de divergéncia genética e estrutura populacional.

A relacdo entre sitios de transicdo e transversao foi de 1,26; ou seja,
foram identificados 11.486 SNPs (55,73%) com transicdo e 9.124 SNPs
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(44,27%) em transversdo (Tabela 2). Nao havendo equilibrio entre as
transi¢cdes (A/G = 31,38% e C/T = 24,35%) e transversdes (variacdo de 8,05%
para C/G a 14,11% para A/T) nos SNPs analisados. As transicdes A/G e
transversdes C/G ocorreram em maior e menor frequéncia, respectivamente.
Em relacdo aos polimorfismos dos SNPs, os tipos mais frequentes foram A
(29,16%), G (24,31%), T (23,94%) e C (22,60%).

Tabela 2. Transi¢cdes e transversoes identificadas em marcadores Single-Nucleotide

Polymorphism (SNP) obtidos por genotipagem por sequenciamento (GBS).

Transicoes Transversdes
AIG CIT A/C AIT C/IG GIT
Numero de SNPs 6.467 5.019 2.646 2.909 1.659 1.910
Percentagem SNPs 31,38% 24,35% 12,84% 14,11% 8,05% 9,27%
Total 11.486 (55,73%) 9.124 (44,27%)

Diversidade genética

Em relacdo ao numero de alelos, a maioria dos SNPs (97,38%) foram
caracterizados como bialélicos. Entretanto, aproximadamente 2,51% e 0,11%
dos SNPs foram caracterizados como tri e tetra-alélicos, respectivamente
(Tabela 3). Portanto, considerando esses locos mutialélicos, foram identificados
41.758 alelos (média de 2,03 alelos por loco). As frequéncias alélicas foram
bastante diferentes para os SNPs com diferentes nimeros de alelos (Tabela 3),
pois nos locos tri e tetra-alélicos, 69,52% e 80,44% das respectivas frequéncias
alélicas, estavam presentes em baixa frequéncia (<0,50), enquanto nos SNPs
bialélicos as frequéncias alélicas foram de aproximadamente 50% para cada
alelo, conforme esperado para este tipo de marcador (Tabela 3). Dentre os
alelos presentes no germoplasma com frequéncia elevada (>0,75), os SNPs
bialélicos foram os mais abundantes (33,01%), seguidos pelos SNPs trialélicos
(16,34%) e tetra-alélicos (8,70%).

Considerando todos os SNPs, a média da heterozigosidade observada
(Ho) foi de 0,235 tendo variacdo de 0,01 a 1,00. Em 96% dos casos, as
estimativas de Ho foram inferiores a 0,50. Por outro lado, apenas 3,71% dos
SNPs distribuidos nos 18 cromossomos e nos scaffolds A e B foram

identificados com Ho acima de 0,50. Entretanto, a densidade média para este
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parametro mostrou que a maioria dos SNPs (76,23%) concentrou-se em um
intervalo de 0,01 a 0,30 (Figura 1).

Tabela 3. Diversidade genética no germoplasma de mandioca, em funcao do

namero de alelos dos marcadores Single-Nucleotide Polymorphism (SNP).

N°de N® SNPS Valores médios Média das frequéncias alélicas
alelos Ho He PIC 0,0-0,25 0,25-0,50 0,51-0,75 0,75-1,00
2 20.071 023 0,29 0,24 33,04 17,03 16,92 33,01
3 516 0,36 0,38 0,33 53,57 15,95 14,14 16,34
4 23 0,45 0,43 0,37 61,96 18,48 10,87 8,70

Parametros
. He
. Ho

Densidade

\ [ I I |
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Parametros de Diversidade

Figura 1. Distribuicdo dos valores de heterozigosidade esperada (He) e
observada (Ho) com base na andlise de 20.601 Single-Nucleotide

Polymorphism (SNP).

Em relacdo a heterozigosidade esperada ou diversidade genética (He),
foi observada variacdo entre 0,04 e 0,67, com média de 0,30. Entretanto, a
maioria dos SNPs (99%) apresentaram He variando de 0,03 a 0,50 (Figura 1).
Aproximadamente 70% dos SNPs apresentaram valores de Ho inferior a He,
sugerindo um déficit de heterozigotos em relacdo ao esperado sob o equilibrio
de Hardy-Weinberg no caso de popula¢des naturais. O nivel de polimorfismo
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avaliado pelo contetudo de informacé&o polimorfica (PIC), variou de 0,04 a 0,61,
com média de 0,24 por SNP. Aproximadamente 49% dos SNPs apresentaram
PIC superior a 0,25, sendo considerados como 0s marcadores mais
informativos para os mais diversos estudos genéticos sobre variabilidade,

associacdo com fendtipos e selecao assistida (Figura 2).

=
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Parametros de Diversidade

Figura 2. Distribuicdo dos valores de Contetudo de Informacédo Polimorfica
(PIC) e endogamia (f) com base na analise de 20.601 Single-Nucleotide
Polymorphism (SNP).

Considerando os SNPs marcadores predominantemente bialélicos, o
valor maximo de He seria de 0,50, porém a presenca de SNPs tri e tetra-
alélicos, certamente, contribuiram para que os SNPs excedessem este valor.
Em termos médios, todas estas estimativas de Ho, He e PIC sdo maiores
guando sao identificados mais de dois alelos por loco. Por exemplo, o PIC
médio dos marcadores bi, tri e tetra-alélicos foi de 0,24, 0,33 e 0,37,
respectivamente (Tabela 3).

Em relacdo a endogamia em nivel de marcadores, observou-se variagéo
do f entre -1,00 a 0,96, com média de 0,21 (Figura 2). Foram identificados
2.632 locos (12,77%) com excesso de heterozigotos (-1,00 a -0,01), muito
embora a maioria dos locos tenha apresentado niveis de homozigose
(87,23%). A distribuicdo dos marcadores com endogamia negativa foi bastante
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homogénea ao longo dos cromossomos da mandioca (Figura 3), indicando
auséncia de associagdo a regibes gendmicas especificas, sujeitas a pressao

de sele¢céo ao longo do processo evolutivo.
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Figura 3. Distribuicdo das estimativas de heterozigosidade observada (Ho),
heterozigosidade esperada (He), Contetdo de Informacdo Polimorfica (PIC) e
endogamia (f) nos diferentes cromossomos da mandioca, com base na analise
de 20.601 Single-Nucleotide Polymorphism (SNP).

Em nivel cromossémico, os valores médios de He, Ho, PIC e f foram
muito similares nos 18 cromossomos de M. esculenta, a excecao dos scaffolds
A e B que apresentaram valores mais baixos de endogamia (Figura 3). A
variacdo nos valores de Ho foi de 0,21 (cromossomo 1) a 0,27 (scaffold B); o
He variou de 0,26 (scaffolds A e B) a 0,31 (cromossomos 3, 9, 11, 12, 13, 14 e
17); o PIC variou de 0,21 (scaffold A) a 0,26 (cromossomo 14); enquanto 0s

valores de endogamia variaram de 0,03 (scaffold B) a 0,26 (cromossomo 4).
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Em nivel de individuo, os valores de Ho variaram de 0,02 a 0,38, com
média de 0,24, sendo que 90% dos individuos apresentaram Ho entre 0,18 e
0,38 (Figura 4). Em relacdo a endogamia observada nos acessos de mandioca,
a variacao foi de 0,49 a 0,97, com média de 0,69, onde 90% dos acessos de
mandioca apresentaram endogamia variando de 0,49 a 0,75. Trés acessos
(BGMO0104; BGM1226 e BGM1448) apresentaram endogamia acima de 0,90. A
maioria dos 1.580 acessos de mandioca apresentaram baixos niveis de Ho e

elevados niveis de endogamia.
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Figura 4. Distribuicdo dos valores de endogamia (f) e heterozigosidade
observada (Ho) em 1580 acessos de mandioca, analisados com base em

marcadores Single-Nucleotide Polymorphism (SNP).

Desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) (p<0,01) foram
identificados em 17.328 SNPs (84,11%), como resultado da menor
heterozigosidade observada em relacéo a esperada e pela elevada endogamia
dos acessos. SNPs com desvios do EHW foram observados em todos os
cromossomos e nos dois scaffolds, indicando que este € um atributo intrinseco
da espécie, e que sinais de selecdo direcionada para caracteristicas/regidoes
gendmicas, parece ndo contribuir para os desvios. Portanto, os desvios das
frequéncias alélicas esperadas sob equilibrio, € uma das razfes pelas quais os

acessos de mandioca apresentam a maioria dos SNPs em desequilibrio de
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Hardy-Weinberg. Uma importante explicacdo para os desvios do EHW deve-se
ao fato da mandioca néo constituir uma populacao verdadeira do ponto de vista
de cruzamentos ao acaso e manutencdo de reproducdo assexuada como
forma de multiplicacéo da espécie. Na verdade, o principal tipo de propagacéo
da mandioca € por via assexuada (clonal), fazendo com que apenas uma
amostra dos individuos da populagédo original seja amostrada, contribuindo
para os desvios nas frequéncias alélicas observadas e esperadas. Outros
fatores também podem estar associados a possiveis desvios do EHW séo,
erros de genotipagem e estratificacdo populacional (ZINTZARAS, 2010).

Os valores de desequilibrio de ligagdo (LD) foram calculados para cada
par de SNPs. A média geral r? para todas as comparacdes foi de 0,014 com
variacdo de 0,00 a 1,00. Considerando apenas pares de SNPs com LD
significativo, 0,93% apresentaram r? acima de 0,20; enquanto 0,30% e apenas
0,08% apresentaram r? acima de 0,50 e 0,80, respectivamente. O LD decaiu de
forma mais brusca na regido préxima de 8 kb, porém apresentou maior
estabilidade no ajuste da regressdo nao linear entre 15 e 20 kb, cujos valores

de r? correspondem a r’= 0,2 (Figura 5).
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Distancia (pb) Distancia (pb)
Figura 5. Desequilibrio de ligacdo (LD — r?) estimado entre os pares de Single-

Nucleotide Polymorphism (SNP) em funcdo da distancia fisica em pares de
base (pb) (A). Zoom da regido de maior queda do r* até 100 Kb (B). A linha
vermelha indica o ajuste da regresséo néo linear do LD ao longo do genoma

em ambas as imagens.

T
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Estrutura Populacional

Para obtenc@o do numero ideal de clusters, 500 componentes principais
(CP), obtidos por meio da andalise de componentes principais (ACP), foram
responsaveis por explicar mais de 85% da variacdo genética dos acessos e,
portanto, mantidos na analise para transformacdo preliminar dos dados. De
acordo com Oliveira et al. (2014a), a definicdo do niumero de CP a serem
retidos na andlise, € de suma importancia para garantir o poder de reducédo na
dimensionalidade dos dados, pois no contexto da ADCP é preciso definir um
ponto de equilibrio entre o poder de discriminacdo dos agrupamentos e a
estabilidade de atribuicdes dos genétipos em cada grupo. Contudo, diversos
trabalhos indicam o uso de componentes que retenham mais de 80% da
variancia genética. Assim, a analise com 500 CP garantiu alto poder estatistico
para avaliar a estrutura genética do germoplasma de mandioca.

A definicdo do numero de grupos (K) foi feita apés a realizacédo de 1.000
corridas independentes da funcdo find.cluster, sendo que o valor K mais
frequente para representar o nimero de grupos, foi 22. Assim, 0s 22 grupos
foram plotados pela ADCP, na qual seis grupos foram claramente distintos dos
demais (G10, G11, G14, G16, G18, G20) com base no scatterplot das funcdes
discriminantes 1 e 2, sendo possivel uma nitida separacdo em duas dimensdes
(Figura 6). Os demais grupos apresentaram sobreposicdo na plotagem em
duas dimensdes das funcbes discriminantes supracitadas. Por outro lado, a
analise do scatterplot das funcdes discriminantes 2 e 3 possibilitou uma clara
distincdo dos grupos G2, G6, G7, G8, G9, G12, G13, G19 e G22, além dos
grupos G10, G11, G14, G16, G18, G20 (Figura 7). Adicionalmente, as funcdes
discriminantes 1 e 3 foram capazes de separar os grupos G1, G3, G4, G5, G15
e G17 (Figura 8). Portanto, as fungdes discriminantes da ADCP utilizadas para
0 agrupamento dos acessos de mandioca com base em marcadores SNPs
foram bastante eficientes na discriminacdo dos acessos de mandioca nos

diferentes grupos.
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Figura 6. Grafico de dispersdo de 1.580 acessos de mandioca com base nas
funcdes discriminantes 1 e 2 (LD1 e LD2, respectivamente) da andlise de
componentes principais, obtidas da analise de 20.601 marcadores Single-
Nucleotide Polymorphism (SNP). Os grupos estdo representados por cores de
acordo com a legenda. O grafico acima a direita representa a contribuicdo dos
autovalores (eigenvalues) dos componentes principais selecionados para a
ADCP, enquanto o grafico abaixo a direita indica a variancia explicada pelos

autovalores das duas funcdes discriminantes utilizadas no scatterplot.
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Figura 7. Grafico de dispersédo de 1.580 acessos de mandioca com base nas
funcdes discriminantes 2 e 3 (LD2 e LD3, respectivamente) da analise de
componentes principais, obtidas da analise de 20.601 marcadores Single-
Nucleotide Polymorphism (SNP). Os grupos estdo representados por cores de
acordo com a legenda. O gréfico acima a direita representa a contribuicdo dos
autovalores (eigenvalues) dos componentes principais selecionados para a
ADCP, enquanto que o gréfico abaixo a direita indica a variancia explicada

pelos autovalores das duas funcdes discriminantes utilizadas no scatterplot.
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Figura 8. Grafico de dispersdo de 1.580 acessos de mandioca com base nas
fungbes discriminantes 1 e 3 (LD1 e LD3, respectivamente) da analise de
componentes principais, obtidas da analise de 20.601 marcadores Single-
Nucleotide Polymorphism (SNP). Os grupos estao representados por cores de
acordo com a legenda. O grafico acima a direita representa a contribuicdo dos
autovalores (eigenvalues) dos componentes principais selecionados para a
ADCP, enquanto que o gréfico abaixo a direita indica a variancia explicada

pelos autovalores das duas funcdes discriminantes utilizadas no scatterplot.

Uma maneira de avaliar a qualidade dos agrupamentos da ADCP é
através da probabilidade de alocagéo dos individuos em seus grupos originais
baseando-se nas fungdes discriminantes, na qual altas probabilidades indicam
elevado poder discriminatério dos grupos, enquanto valores baixos, sugerem
grupos com alta propor¢édo de misturas. A probabilidade de alocacdo dos

acessos de mandioca considerando K=22 variou de 0,432 a 1,00. Entretanto,



47

para a maioria dos grupos (G1, G3, G6, G7, G10, G11, G13, G14, G16, G18,
G19, G20 e G21) a probabilidade de alocacéo dos acessos de mandioca foi
1,00; indicando elevada acuracia na alocacdo dos acessos nestes grupos
(Figura 9). Entretanto, os grupos G4, G5, G8, G9 e G17, apresentaram 7, 9, 1,
1 e 1 acessos, respectivamente, com probabilidade de alocacdo menor que
0,90; indicando a presenca de acessos cuja ADCP pode ser atribuida a outros
grupos (Figura 9). A porcentagem média de alocacdo dos acessos de
mandioca a um determinado grupo foi de aproximadamente 0,99; embora
alguns acessos tenham apresentado probabilidade de alocacdo menor que
0,70 nos grupos G4 (BGM0408 e BGMO0573), G5 (BGM2081, BGM1196,
BGM0208 e BGM2065) e G8 (BGM1026).

o
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G17
G18
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1,00
0,90
0,80
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0.60
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0,40
0,30
0,20
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Figura 9. Probabilidade de alocacdo de acessos de mandioca com base na
analise discriminante de componentes principais (ADCP) considerando K=22.
Cada individuo € representado por uma linha vertical com as cores

correspondendo a probabilidade de alocagdo em cada um dos 22 grupos.

Considerando algumas informacdes agrondmicas importantes de raizes,
como cor da polpa e teor de compostos cianogénicos, verificou-se a
inexisténcia de associacdo entre os agrupamentos formados pela ADCP com
estes atributos fenotipicos, pois a variacdo e a média dos teores de compostos
cianogénicos, foi praticamente a mesma nos 22 grupos, ndo sendo possivel
identificar nenhum grupo caracteristicamente formado por acessos
considerados mansos, bravos ou intermediarios. Em relagdo a cor das raizes,
na maioria dos grupos da ADCP foram alocados acessos com raizes brancas,
cremes e amarelas, também néo indicando nenhuma associacao especifica de
grupo com a cor das raizes da mandioca. Excecdo a esta tendéncia foi
observada apenas nos grupos G6, G11, G19 e G22, que foram formados

apenas por acessos com raizes de cor branca.
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Os dados de origem geografica dos acessos, sobretudo daqueles
coletados no Brasil, também n&do apresentaram nenhuma associacdo
especifica com o agrupamento da ADCP, uma vez que acessos pertencentes a
diferentes areas de coleta (estados e regifes) foram distribuidos de forma
bastante equilibrada entre os agrupamentos. A dificuldade de agrupamento de
acessos de mandioca com base na sua origem geografica, ocorre devido ao
grande fluxo de material genético entre agricultores, sobretudo em momentos
de catastrofes ambientais, a exemplo de seca ou inundacgdes prolongadas, que
levam a perda de material vegetal, e com isso, obrigam os agricultores a
procurarem material propagativo em outras areas. Quando coletadas as
informagcbes de passaporte destes acessos ficam, portanto, viesadas em
relacdo ao verdadeiro local de origem. Por outro lado, a demonstracédo da baixa
associacao entre os grupos da ADCP com a origem geografica poderia ser um
argumento para questionar a confiabilidade da técnica. Porém, a ADCP, foi
bastante confidvel em alocar acessos com background genético similar em um
anico agrupamento (G10), a exemplo dos acessos BGM0298, BGMO0303,
BGM0310, BGM0312, BGM0314, BGM0316, BGM0323, BGM0327, BGM0338,
BGM0360, BGMO0425, BGMO0601, e BGMO0882, oriundos das mesmas
populacdes segregantes, de origem colombiana.

De forma analoga a origem geografica dos acessos de mandioca, a
origem genética, também revelou pouca associacdo com 0s agrupamentos da
ADCP, pois variedades locais e melhoradas, foram encontradas em todos os
22 grupos da ADCP. A classificacdo dos acessos de mandioca com base na
origem genética, também é complexa, considerando que muitas variedades
locais foram langadas no Brasil como variedades melhoradas por apresentaram
caracteristicas agronémicas e de qualidade de raizes muito superiores as
variedades utilizadas em determinadas regides de cultivo. Portanto, para estes
acessos, é provavel que a definicdo da real origem genética, seja pouco

acurada.

Anélise de variancia molecular (AMOVA)
A AMOVA dos marcadores SNPs com maior PIC (>0,30) em todos os
acessos de mandioca foi realizada para analisar a distribuicdo da diversidade

genética entre e dentro os grupos formados com diferentes critérios. A AMOVA
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revelou que a maior parte da variagdo molecular (>98%) foi encontrada dentro
dos grupos quando se utilizou os critérios: teor de compostos cianogénicos, cor
de polpa das raizes, origem genética e geogréfica dos acessos (Tabela 4).
Menos de 1% da variancia molecular foi encontrada entre os grupos de
diversidade formados por critérios fenotipicos e de origem. Embora ainda
pouco significativa, uma maior variancia molecular foi observada entre grupos
dentro da origem geogréfica (1,5%). Porém, ainda é insuficiente para explicar a
maior parte da variancia genética identificada nos acessos de mandioca.
Portanto, os resultados da AMOVA corroboraram para informacdes prévias

referentes a baixa associacdo entre este padrdo de agrupamento e o
agrupamento formado pela ADCP.

Tabela 4. Resultados da andlise de variancia molecular (AMOVA) realizada em

1.580 individuos com base em marcadores SNPs.

. L Teor de compostos
Origem genética

Fonte de variagéo cianogénicos
GL QM %var Fst GL QM % var Fst
Entre grupos 1 151,67 0,25 0,00 7 95,55 0,29 0,00
Dentro dos grupos 1578 63,22 99,75 1572 63,13 99,71
Total 1579 63,27 100,00 1579 63,27 100,00
Cor da polpa das raizes Grupos ADCP
Fonte de variacao
GL oM % var Fst GL oM % var Fst
Entre grupos 4 132,74 0,72 0,01 21 719,78 14,85 0,47
Dentro dos grupos 1575 63,09 99,28 1558 54,42 85,15
Total 1580 63,27 100,00 1579 63,27 100,00

_ Origem geogréfica
Fonte de variacao

GL OM %var Fgs

Entre grupos 7 75,30 0,09 0,01
Entre grupos dentro de

, i 27 109,64 1,50
origem geografica
Dentro dos grupos 1545 62,41 98,41

Total 1579 63,27 100,00

O agrupamento da ADCP como fator hierarquico na AMOVA foi capaz

de alocar maior variancia molecular entre grupos (14,85%) sendo, portanto,
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mais efetiva que os critérios fenotipicos e de origem para explicar a diversidade
genética do germoplasma de mandioca. Contudo, ainda a maior parte da
variancia molecular foi alocada dentro dos grupos da ADCP (85,15%). Isto faz
com que as atividades rotineiras de manutencdo deste germoplasma, bem
COmMO NO Seu UsSO como parentais em cruzamentos, ainda devam levar em
consideracdo a ampla diversidade genética dentro dos grupos.

A proporcdo da diferenciacdo entre os grupos avaliada pelo indice de
diferenciacdo genética (Fst), variou de 0,00 a 0,47, portanto, parte dos
agrupamentos esta fixado em diferentes frequéncias alélicas (grupos da ADCP)
indicando diferenciagdo moderada entre 0s grupos, e parte deles (classificados
quanto a origem genética, teor de compostos cianogénicos, cor da polpa das
raizes e origem geografica), possuem alelos em frequéncias alélicas bastante

similares, sem nenhuma diferenciacdo aparente.

DISCUSSAO
Polimorfismo dos SNPs e diversidade genética no germoplasma de
mandioca

Dos 444.821 SNPs identificados no genoma de Manihot esculenta
Crantz, 20.610 (4,63%) SNPs passaram pelo filtro de qualidade para uso nas
analises genéticas. Destes SNPs, apenas nove foram caracterizados como
monomorficos, e por isso, excluidos das andlises. O nimero de SNPs de alta
qualidade identificados pela GBS pode ser afetado pelo tamanho do genoma,
cobertura do sequenciamento e 0s objetivos do estudo para os quais 0s
marcadores serdo utilizados.

Os primeiros estudos relacionados a identificacdo de SNPs em maior
namero em mandioca foram realizados em bibliotecas de EST (expressed
sequence tags) e de modo geral, o niumero de SNPs ndo redundantes, variou
entre 2.000 e 3.000 (FERGUSON et al., 2012; POOTAKHAM et al., 2014). Com
o surgimento de técnicas de genotipagem em larga escala, a exemplo da GBS,
o numero de SNPs identificados em mandioca aumentou consideravelmente
para mais de 56 mil (RABBI et al., 2015). A despeito do uso de técnicas
semelhantes (GBS), a diferenca no numero de SNPs relatos por Rabbi et al.
(2015), em comparagcdo com o presente trabalho, possivelmente deve-se ao

uso de menor MAF e tolerancia de maior nimero de dados perdidos.
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Considerando a ampla cobertura gendmica que o método GBS
apresenta, assim como a diversidade do germoplasma de mandioca, foi
possivel identificar diversos SNPs trialélicos (2,51%) e tetra-alélicos (0,11%).
Embora SNPs tri e tetra-alélicos sejam relativamente raros, seu relato tem sido
feito em diversas espécies. Ao utilizarem a GBS para detectar SNPs no
germoplasma da espécie Ziziphus jujuba, Chen et al. (2017) relataram que
0,80% dos SNPs identificados (38 de 4680) foram caracterizados como
trialélicos. Relatos desta natureza também foram feitos na analise do
germoplasma de trés espécies de cafeeiro (Coffea arabica, C. canephora e C.
racemosa), cujos SNPs tri e tetra-alélico foram observados em 3,59% e 1,51%
dos SNPs identificados (ZHOU et al., 2016). De acordo com Jl et al. (2013) a
presenca de SNPs em regides com elevada taxa de mutacdo resulta no
aumento do polimorfismo, levando esse marcador a apresentar comportamento
multialélico.

De modo geral, a distribuicdo gendmica dos SNPs de mandioca foi
relativamente uniforme, considerando uma densidade média de 26,85+4,22
SNPs/Kb. Esuma et al. (2016), também relataram uma densidade de SNPs
muito proximo ao presente trabalho (23 SNPs/Kb). Alguns autores mencionam
que a existéncia de hotspots em algumas regides gendmicas, e diversas
pressdes de selecdo, podem resultar em variacfes na densidade dos SNPs ao
longo do genoma de diferentes espécies (ROGOZIN; PAVLOV, 2003).

Em relacdo aos parametros de diversidade genética, a variacdo do PIC
de 0,04 a 0,61 (média de 0,24) foi similar a outros estudos em mandioca com
marcadores SNPs, cujo PIC médio foi de 0,28 (FERGUSON et al., 2012) e 0,26
(OLIVEIRA et al., 2014a). Em arroz, valores de PIC similares entre marcadores
SNPs (0,23) e SSR (0,25), demonstraram que dependendo do sistema
reprodutivo, ambos os tipos de marcadores podem fornecer o mesmo padrao
de informacéo (SINGH et al., 2013). Assim, diversos fatores como, o tipo de
reproducdo da espécie, a diversidade genética e o tamanho da colegéo, a
sensibilidade do método de genotipagem e a localizacdo gendmica dos
marcadores, provavelmente, exercem forte influéncia sobre os valores de PIC.

Especificamente em mandioca, os valores de PIC reportados na
literatura, com base em marcadores SSR, variaram de 0,09 a 0,99 (FREGENE
et al., 2003; RAGHU et al., 2007). Esta diferenga no polimorfismo dos SSR em
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comparacdo com os SNPs, deve-se a natureza multialélica dos primeiros
marcadores (JONES et al., 2007; REN et al., 2013) e ao fato da mandioca ser
uma espécie aldgama, com possibilidade de identificacdo de varios alelos por
loco. Alguns autores tém demonstrado que tanto SNPs quanto SSRs, séo
igualmente apropriados para se estimar a diversidade genética em
germoplasma (INGHELANDT et al., 2010). No entanto, se o objetivo € estudar
a variacao intraespecifica do germoplasma, os SNPs sdo mais apropriados do
que os SSRs devido a ampla distribuicio nos genomas, alto grau de
automacao no processo de genotipagem, de forma a gerar milhares de marcas
ao longo do genoma com baixo custo, além do maior potencial de identificacéo
de forte associacdo com caracteristicas de interesse agrondmico (SYVANEN,
2001; APPLEBY et al., 2009; ANITHAKUMARI et al., 2010; HAYWARD et al.,
2012).

Os valores de PIC acima de 0,50 para os marcadores SNPs, ocorreram
devido a presenca de loco tri (0,17%) e tetra-alélicos (0,02%). Situacao
semelhante também foi reportada em outras espécies. De acordo com Chen et
al. (2017), a presenca de SNPs trialélicos no germoplasma de Ziziphus jujuba,
também favoreceu um aumento de 11% do valor de PIC (~0,38), onde a média
desse parametro para os locos bialélicos foi de 0,27. Contudo, estes valores
ainda mantiveram-se dentro das condi¢cdes tedricas para 0 comportamento
mais frequente (bialélico) destes marcadores.

Os valores médios de He (0,30) e Ho (0,24) obtidos pelos SNPs do
presente estudo, estdo proximos dos valores relatos por outros autores, a
exemplo, 0,35 e 0,36, respectivamente (FERGUSON et al., 2012) e 0,32 e
0,32; respectivamente (OLIVEIRA et al., 2014a). A endogamia dos SNPs variou
de -1,00 a 0,96, dos quais, 12,77% mostraram excesso de heterozigotos (-1,00
a -0,001). Por outro lado, a endogamia da maioria dos SNPs (79,75%) variou
de 0,00 a 0,49, indicando a presenca de muitos locos com excesso de
homozigose. Embora fatores como dispersdo génica e sistema reprodutivo
influenciam os padrbes de diversidade genética dentro e entre populacdes
(MELONI et al., 2013), o processo historico de domesticacao e selecao exerce
um grande efeito na reducdo da diversidade genética em determinadas regides
gendmicas. De acordo com Vigouroux et al. 2005, evidéncias de domesticagao

e selecao artificial em diferentes caracteristicas morfolégicas e agronémicas no
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milho, apresentaram um efeito na reducdo da diversidade genética calculada
com marcadores microssatélites. Lopes et al. (2015) também observaram
diversos locos microssatélites homozig6ticos em algumas populac¢des de milho,
associados a baixa heterozigosidade média. De acordo com Bilska e
Szczecinska (2016), outros fatores como mecanismos evolutivos em diferentes
populacdes e a taxa de evolugdo, contribuem para mudancas que podem
ocorrer de forma diferenciada ao longo do genoma, o que pode ajudar a
explicar as diferencas nos parametros de diversidade em diferentes
marcadores SNPs distribuidos no genoma da mandioca.

Em nivel de individuo, observou-se elevada endogamia (variacdo de
0,49 a 0,97, média de 0,69), sendo que trés acessos (BGM0104, BGM1226 e
BGM1448) apresentaram f > 0,90. De modo geral, em pequenas populagdes
alégamas, é esperado elevado grau de parentesco e, consequentemente maior
endogamia entre os individuos (WILLI et al., 2013). Por outro lado, mesmo
sendo alégama, a arquitetura da inflorescéncia e os mecanismos de dispersao
das sementes de mandioca, limitam o fluxo genético de longa distancia;
favorecem o acasalamento entre plantas proximas (KAWUKI et al., 2013); e até
mesmo a autofecundacdo por cruzamento entre diferentes plantas de um
mesmo clone. Neste dltimo caso, €é possivel que sejam formadas
subpopulacdes compostas por individuos aparentados e com elevado grau de
endogamia, que pode ser mantida no germoplasma pela propagacao
vegetativa.

Embora o aumento da endogamia esteja associado com a existéncia de
forte depressao por endogamia (ROJAS et al., 2009; KAWUKI et al., 2011b;
FREITAS et al.; 2016), recentemente, a busca por linhagens endogamicas tem
despertado o interesse dos melhoristas de mandioca porque possibilita reduzir
a carga genética dos gendétipos; descobrir caracteristicas recessivas Uteis;
facilitar o intercambio e conservacdo de germoplasma; e contribuir para o
desenvolvimento de hibridos superiores (CEBALLOS et al., 2015). Os acessos
mais endogamicos podem ser direcionados para a formacdo de linhagens
puras divergentes e complementares entre si que, posteriormente, podem ser
cruzadas para exploracao do vigor hibrido e langcamento de novos clones com
caracteristicas desejaveis (FREITAS et al., 2016). Portanto, os marcadores

SNPs podem ser utilizados para descobrir parentais e selecionar individuos
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segregantes mais homozigoéticos via selecdo assistida para acelerar o

desenvolvimento de linhagens endogamicas.

Desequilibrio de Ligacao

Estudos sobre LD vém sendo aplicados a cultura da mandioca como
abordagem complementar para estudos de localizacdo de QTLs (RABBI et al.,
2014); associacdo genomica (WOLFE et al., 2016); selecdo gendmica e
construcdo de mapas de ligacdo (RAMU et al., 2017); bem como para estudos
de diversidade genética e estrutura de populacional em bancos de
germoplasma (OLIVEIRA et al., 2014a).

No germoplasma de mandioca analisado, o LD decaiu mais
bruscamente proximo de 8 kb, porém com melhor ajuste da regressdo nao
linear entre 15 e 20 kb, com valores de r?= 0,20. Ao analisarem um painel com
6.128 acessos de mandioca da Africa, Wolfe et al. (2016) relataram que o LD
se estendeu a uma distancia de 10 a 50 kb (r> >0,20), enquanto Ramu et al.
(2017) reportaram que o LD decaiu a uma menor distancia (r>= 0,10 préximo de
3 kb), ao avaliaram um painel composto por 241 acessos de mandioca
predominantemente de origem africana via whole-genome sequencing (WGS).
Estas diferencas no LD estdo relacionadas, sobretudo a complexidade e
tamanho do genoma da espécie, sistema reprodutivo e a quantidade de
marcadores utilizados para capturar com precisdo toda a variacdo genética
existente. Outros fatores como a deriva genética, estrutura da populacao e
selecdo, também podem afetar a extensdo do LD. Em estudos de associagao
gendmica, estudos prévios sobre o LD podem melhorar o poder estatistico e
diminuir a taxa de falsos positivos na descoberta de genes candidatos ligados a
QTLs (CARPUTO et al., 2003).

O entendimento da extensdo do desequilibrio de ligacdo (LD) € de
fundamental importancia para a clonagem posicional de genes de interesse,
pois os SNPs mapeados e ordenados nos cromossomos podem ser agrupados
em grupos distintos de haplotipos (GABRIEL et al., 2002). Quando os SNPs
estdo em forte LD, alelos de alguns SNPs em determinado haplotipo podem
predizer os alelos dos outros SNPs, por isso € possivel reduzir o nimero de
SNPs a serem utilizados nas andlises genéticas ao considerar as informacdes

do LD. Além disso, uma das principais limitagdes das andlises de associacao &
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a exigéncia de numero suficiente de marcadores para fornecer uma alta
probabilidade de identificacdo de marcadores em LD com todos os QTLs da
caracteristica de interesse. Portanto, a densidade de marcadores necessaria
para uma analise de associacdo e subsequente implementacdo da selecao
assistida por marcadores depende da extensdo do LD em todo o genoma
(KHATKAR et al., 2008).

A compreensdo dos padrdes de LD no genoma da mandioca podera
contribuir para os estudos de mapeamento associativo para localizar variantes
genéticas que influenciam caracteristicas de interesse como teor de matéria
seca, resisténcia a pragas e doencas, produtividade da parte aérea, raiz e
amido. Portanto, o efeito da extensdo do LD no germoplasma de mandioca e

sua aplicacao na selecéo assistida sera refinado em outros estudos de GWAS.

Estrutura Populacional com uso da ADCP

A andlise dos SNPs com base na ADCP indicou a formacdo de vinte
dois (22) grupos. A formacdo do agrupamento do germoplasma de mandioca
pelo método ADCP foi realizada sem critérios definidos a priori para
classificacdo e ordenamento. Em espécies de propagacdo clonal como a
mandioca, as variedades sdo muitas vezes derivadas de complexos
cruzamentos, e embora este tipo de estrutura populacional possa influenciar a
precisdo na definicdo do numero de grupos (RABBI et al., 2015), o nimero de
grupos sugeridos pela ADCP, normalmente é muito préximo do valor real
(JOMBART et al., 2010).

De fato, Pometti et al. (2014) compararam 0 numero de grupos
sugeridos por diferentes técnicas como ADCP e analise bayesiana baseada em
equilibrio de ligacdo e de Hardy-Weinberg a exemplo dos modelos
implementados nos programas STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000) e
GENELAND (GUILLOT et al., 2005). Os resultados demonstraram que a ADCP
se mostrou tdo precisa quanto as demais abordagens para inferir o nimero
ideal de agrupamentos para representar a organizagdo da estrutura
populacional na espécie Acacia caven. Ademais, a ADCP também forneceu
elevadas probabilidades de alocacdo dos individuos aos diferentes grupos
(>0,85), indicando ser uma técnica bastante confiavel para definicdo da

estrutura genética. Além disso, possui uma baixa demanda computacional,
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sobretudo por ndo levar em consideracao as suposi¢coes de panmixia, equilibrio
de Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligacdo (JOMBART et al., 2010).

A probabilidade de alocacdo dos acessos de mandioca do presente
trabalho variou de 0,432 a 1,00, porém em média, a alocacdo dos acessos de
mandioca a um determinado grupo, foi de aproximadamente 0,99, indicando
gque a maioria dos acessos de mandioca do Brasil foram alocados com
bastante confiabilidade ao seu respectivo agrupamento. Contudo, n&o foi
possivel estabelecer nenhuma associacdo especifica entre 0os agrupamentos
formados pela ADCP com: i) dados de origem geografica dos acessos; ii)
informacdes fenotipicas dos acessos de mandioca para cor da polpa das raizes
e teor de compostos cianogénicos; e iii) origem genética em termos de
classificacdo em variedades locais e melhoradas. A auséncia de um padrdo
claro de agrupamento com base em informac6es moleculares e fenotipicas
também foi relatada em outras culturas como milho (SEMAGN et al., 2012) e
girassol (FILIPPI et al., 2015). Na mandioca a falta de um padrdo claro de
agrupamento com base nos dados geograficos e de origem genética €
justificavel considerando o intenso intercambio entre germoplasma no Brasil, e
ao fato de que muitas variedades recomendadas pelas instituicbes de pesquisa
sdo variedades locais com alta estabilidade e produtividade de raizes. Com
isso, a classificacdo entre variedade melhorada e local é bastante complexa.
Por outro lado, a classificacdo dos acessos de mandioca com base na cor de
polpa das raizes e teor de compostos cianogénicos parece ser bastante
simpléria para agrupar a diversidade do germoplasma de mandioca,
considerando que poucos genes podem ser responsaveis pela expressao
destas caracteristicas. Por outro lado, a caracterizacdo molecular é a melhor
maneira de descobrir a constituicdo genética dos acessos, e 0s marcadores
SNPs tém se mostrado uma poderosa alternativa para determinar a diversidade
genética da espécie (RABBI et al.,, 2015), além de identificar lacunas no
germoplasma que podem ser preenchidas e, entender melhor a complexidade
das relagcbes entre cultivares e variedades locais, apesar das informacgdes

limitadas de passaportes.
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Analise de variancia molecular (AMOVA)

A maior parte da diversidade genética (>98%) no germoplasma de
mandioca esta presente dentro dos agrupamentos hierdrquicos (origem
genética, teor de compostos cianogénicos, cor da polpa das raizes e origem
geografica). Isto demonstra que a grande diversidade genética existente neste
germoplasma traz uma enorme complexidade na categorizagdo dos acessos.
Por outro lado, a variancia molecular obtida pelos grupos formados pela ADCP
resultou em uma maior variagdo entre grupos (14,85%), indicando que o
agrupamento com os marcadores SNPs foi mais efetivo em relacdo aos
critérios fenotipicos, origem geogréfica e genética na discriminacdo da variacédo
genética entre grupos. Resultados semelhantes foram reportados por Costa et
al. (2013), onde 77% da variacdo genética também foi observada dentro dos
agrupamentos tedricos formados a partir da analise de estrutura populacional.
Outros estudos em mandioca também demostraram pouca diferenciacdo
genética entre agrupamentos baseados em informacdes moleculares
comparadas com informacbes fenotipicas e/ou dados de passaporte
(MONTEIRO-ROJAS et al., 2011; TURYAGYENDA et al., 2012; BEOVIDES et
al., 2015; ORTIZ et al., 2016; GONCALVES et al., 2017).

Os baixos valores do indice de fixacdo alélica (Fst) para a maioria dos
agrupamentos hierarquicos no germoplasma de mandioca corroboram com as
informacBes da AMOVA, quanto a maior distribuicdo da variagcdo dentro dos
grupos. Ao avaliarem diversos acessos de mandioca de origem africana,
Kawuki et al. (2013) também observaram uma diferenciagdo moderada entre os
acessos baseados em marcadores microssatélites levando-se em
consideracao a origem geografica (Fst=0,104) e genética das variedades locais
(Fst=0,104) e melhoradas (Fst= 0,084). Por outro lado, o Fst obtido com base
em marcadores AFLP (0,656) e SSR (0,746) por RAJI et al. (2009) foi bastante
superior aos observados no presente trabalho. De acordo com estes mesmos
autores, a diferenciacdo genética foi menor nos acessos elites do que entre as
variedades locais originarias da Africa, como resultado da alta pressdo de
selecdo durante o desenvolvimento de cultivares elites, juntamente com a
deriva genética. Essa alta diferenciacdo genética entre variedades locais e
cultivares elite, sugere que variagbes geograficas ou regionais podem ser

responsaveis pela maior parte da diferenciacdo genética observada.
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Estudos anteriores com o germoplasma de mandioca do Brasil também
relataram maior parte da diversidade dentro dos agrupamentos baseados em
critérios fenotipicos, moleculares e dados de passaporte (OLIVEIRA et al.,
2014a). De acordo com Ortiz et al. (2016), a maior parte da variacdo genética
observada em variedades de mandioca de mesa coletadas em diferentes
regides do sul do Brasil detectada por microssatélites, foi observada dentro dos
agrupamentos (Fst = 0,107). Por outro lado, a andlise de variedades de
mandioca da Amazodnia cultivada em diferentes tipos de solo com marcadores
microssatélites, revelou uma diferenciacdo das variedades cultivadas nas
planicies inundadas em comparacdo com as cultivadas em oxisolos
(Fst =0,093) e terra preta da Amazobnia (Fst = 0,108), sugerindo importante
estruturacdo genética em funcdo dos diferentes tipos de solo (ALVES-
PEREIRA et al., 2011).

CONCLUSAO

Um painel com cerca de 20 K SNPs distribuidos de forma bastante
equilibrada nos diferentes cromossomos da mandioca foram utilizados para o
entendimento do desequilibrio de ligacdo, diversidade genética e estrutura
populacional no germoplasma de mandioca da América Latina. A He (0,30) e
Ho (0,24) média foram consistentes com o esperado de marcadores
majoritariamente bialélicos como os SNPs e com a natureza genética do
polimorfismo de espécies albgamas, porém de propagacéo vegetativa, como é
0 caso da mandioca. Cerca de 49% dos SNPs com elevado conteudo
informativo (PIC > 0,25) poderédo ser utilizados na elaboracdo de chips para
analise de diversidade genética de forma rotineira nos bancos ativos de
germoplasma de mandioca. A ADCP indicou a formacdo de 22 grupos de
diversidade genética, com elevada probabilidade de alocacdo dos individuos
dentro de cada grupo. Embora o agrupamento formado pela ADCP néo tenha
possibilitado um perfil claro de distincdo dos acessos de mandioca com base
em dados agrondmicos, de origem geografica e genética, a variancia molecular
explicada pelo agrupamento da ADCP foi capaz de maximizar a variagdo entre
grupos (14,85%), sendo, portanto, uma técnica bastante util para categorizacéo
de germoplasma vegetal. Este trabalho contribui para o entendimento da

diversidade molecular do germoplasma de mandioca para otimizagdo do
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processo de conservacgao, caracterizacdo e uso do germoplasma, em estudos
de mapeamento gendmico, GWAS, grupos contrastantes de diversidade para
geracédo de populacdes segregantes e desenvolvimento de novas variedades.
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Identificacdo de duplicatas de Manihot esculenta Crantz com base em

marcadores Single-Nucleotide Polymorphism (SNP)

RESUMO: A redundancia genética presente no germoplasma de mandioca
(Manihot esculenta Crantz) € um desafio para uma gestdo eficiente dos
recursos genéticos da espécie. Este trabalho teve como objetivo identificar e
definir a estrutura genética de acessos duplicados no germoplasma de
mandioca oriundos de diversas unidades de pesquisa da EMBRAPA — Brasil,
com uso de marcadores Single-Nucleotide Polymorphism (SNP). Foram
avaliados 2.371 acessos com 20.712 marcadores SNPs. A identificacdo de
duplicatas foi realizada com base na identificacdo de genoétipos multilocos
(MLG), adotando limiar méximo de distancia genética de 0,05. A estrutura
populacional foi definida com base na analise discriminante de componentes
principais (ADCP). Foram identificados 1.757 acessos Unicos e 614 acessos
duplicados. A redundancia das colegdes variou de 22,47% (Embrapa Amazonia
Oriental) a 40,0% (Embrapa Semiarido), com média geral de 25,89%. Esta
redundancia entre diferentes unidades de pesquisa possivelmente deve-se ao
compartilhamento histérico de acessos, bem como coletas realizadas em uma
mesma regido, ou mesmo ao intenso intercambio de germoplasma entre
agricultores com troca de nomes dos genétipos. Em termos de estrutura
genética, a manutencao de 250 componentes principais (CP) explicou 88% da
variacdo genética dos marcadores SNPs e definiu a estrutura hierarquica do
germoplasma duplicado de mandioca em 12 grupos. Todos os MLGs foram
alocados dentro do mesmo grupo da ADCP, corroborando as analises de
duplicatas e ainda revelando elevada variabilidade entre grupos, que foram
bastantes distintos com base nas duas primeiras fungBes discriminantes.
Nossos resultados trazem contribuicbes importantes para otimizacdo da
conservacao dos recursos genéticos para o entendimento da diversidade e seu

uso no melhoramento da cultura.

Palavras chave: genotyping-by-sequencing; mandioca; multilocos
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Identification of duplicates Manihot esculenta Crantz based on Single-

Nucleotide Polymorphism (SNP)

ABSTRACT: The genetic redundancy present in cassava germplasm (Manihot
esculenta Crantz) is a challenge for efficient management of the genetic
resources of the species. This study aimed to identify and define the genetic
structure of duplicates in cassava germplasm from various EMBRAPA research
units, using Single-Nucleotide Polymorphism markers (SNP). We evaluated
2,371 accessions with 20,712 SNPs. The identification of duplicates was
performed based on the identification of multilocus genotypes (MLG), adopting
maximum genetic distance threshold of 0.05. Population structure was defined
based on discriminant analysis of principal components (DAPC). A total of
1,757 unique and 614 duplicate accessions were identified. The redundancy of
the collections ranged from 22.47% (Embrapa Amazénia Oriental) to 40.0%
(Embrapa Semiéarido), with average of 25.89%. This redundancy between
different research units is probably due to the historical sharing of accessions,
as well as collections carried out in the same region, or even to the intense
germplasm exchange between farmers with different genotype names. In terms
of genetic structure, the maintenance of 250 principal components explained
88% of the genetic variation of the SNP markers and defined the hierarchical
structure of the duplicate cassava germplasm in 12 groups. All MLGs were
allocated within the same DAPC group, corroborating duplicate analyzes and
still revealing high variability between groups that were quite distinct based on
the first two discriminant functions. Our results contribute to optimize the
conservation of genetic resources, understanding diversity and its use in crop

improvement.

Keywords: genotyping-by-sequencing; cassava; multilocus
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INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € nativa da América do Sul,
tendo o Brasil como seu provavel centro de origem e diversidade (OLSEN,
2004). Apo6s muitos anos de cultivo e selecao de tipos de plantas, milhares de
variedades locais foram selecionadas pelo homem com adaptacdes a
diferentes regibes de cultivo, diferentes temperaturas e tipos de solo (EL-
SHARKAWY, 2004). Por isso, a importancia da conservacao e uso destes
recursos genéticos advém de uma série de atributos potencialmente uteis,
adquiridos ao longo do processo evolutivo e de domesticacdo da espécie para
qualidade de raizes (OLIVEIRA et al., 2015), resisténcia a doencgas (VILAS-
BOAS et al., 2016) e para o desenvolvimento de variedades comerciais, como
caracteristicas diferenciais de amido (VASCONCELOS et al., 2017).

Os Bancos Ativos de Germoplasma de Mandioca (BAG-Mandioca) da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) conservam uma
enorme variedade de acessos desta espécie, com extrema relevancia para uso
futuro em diversos estudos genéticos e nos programas de melhoramento da
cultura. Entretanto, ao mesmo tempo em que muitos acessos sédo conservados,
outros séo perdidos no campo por problemas climéticos e ataques de pragas e
doencas. O problema disso, € que ndo se conhece precisamente o que se
armazena e o que se perde, em funcdo da inexisténcia de dados completos
referentes a caracterizacdo e avaliacdo agrondmica destes acessos. Além
disso, a falta de informacbes agronémicas completas, dificulta a identificacéo
de acessos redundantes no BAG-Mandioca, que em muitos casos S&o
observados pelos curadores e melhoristas por meio de dados de passaporte e
observacdes de campo. Contudo, na maioria dos casos, quando se trabalha
com grandes colegbes, apenas uma pequena fracdo de acessos pode ser
apontada como duplicada.

Para a mandioca, os custos de manutencdo dos bancos de
germoplasma sao relativamente altos porque as plantas sdo mantidas no
campo e ainda € necessario que haja uma coépia de seguranca in vitro. De
acordo com Shands (2010), o custo anual para manutencdo e distribuicdo de
acessos de mandioca (capital e custos variaveis) do CIAT (Centro Internacional
de Agricultura Tropical) é da ordem de US$92,30 por acesso/ano. Portanto,

medidas que visem a racionalizagéo das cole¢cbes de germoplasma, no sentido
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de reduzir o numero de copias, sdo de suma importancia para otimizar o
espaco fisico de armazenamento dos acessos, seja em laboratdrio ou campo,
bem como reduzir o custo de manutencgéo das cole¢des (TREUREN; HINTUM,
2003).

Atualmente em nivel mundial, menos de 30% dos recursos vegetais
mantidos em bancos de germoplasma séo considerados distintos (FAO, 2010).
Em muitos desses estudos, a identificagdo de duplicatas de acessos tem sido
realizada com base em informacdes de passaporte, descritores
morfoagrondmicos ou mesmo com base em dados histéricos (VAN HINTUM;
KNUPFFER, 1995; GREENE; PEDERSON, 1996; VAN HINTUM et al., 1996).
Por outro lado, com os avancos da biologia molecular na cultura da mandioca,
inimeras oportunidades surgiram para aplicacdo dessas informacdes no
aumento da eficiéncia do uso dos recursos genéticos e no melhoramento
convencional. Neste momento, € preciso utilizar todas essas informacdes para
a integracdo do conhecimento atual da gendémica da mandioca, de forma a
consolidar o uso de técnicas e estratégias avancadas de genética e biologia
molecular no dia-a-dia do programa de melhoramento genético da cultura.

Diversos tipos de marcadores tém sido utilizados para os estudos
moleculares na cultura da mandioca, a exemplo do Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) e Random Amplification of Polymorphic DNA
(RAPD) (FREGENE et al., 1997); microssatélites genémicos, derivados de EST
(Expressed Sequence Tag) e genes candidatos a resisténcia a doencas (MBA
et al., 2001; LOPEZ et al., 2007); Simple-Sequence Repeats (SSR) e Amplified
Fragment Length Polymorphism (AFLP) (KUNKEAW et al., 2010);
microssatélites genémicos, derivados de EST e SRAPs (Sequence-Related
Amplified Polymorphisms) (CHEN et al., 2010) e marcadores do tipo Single-
Nucleotide Polymorphism (SNP) (ORTIZ et al., 2016; MTUNGUJA et al., 2017,
WANG et al., 2017). Os marcadores SNPs, tem sido atualmente os mais
recomendados para os mais diversos tipos de estudos moleculares, bem como
ferramentas auxiliares para analise de duplicatas em bancos de germoplasma,
por apresentarem polimorfismo abundante e serem passiveis de automacao
resultando em alto rendimento analitco (MAMMADOV et al., 2012).

Juntamente com os dados fenotipicos e de passaporte, os marcadores SNPs
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podem contribuir em muito para uma distincdo clara e eficiente do
germoplasma de mandioca.

Recentemente, com a otimizagdo dos processos de genotipagem de
marcadores SNPs, a geracdo de informacOes sobre a variacdo genética em
colecbes de germoplasma, de forma a direcionar as estratégias de
conservacdo e uso deste germoplasma, cresceu enormemente. Porém,
estudos sobre o uso de marcadores moleculares SNPs na identificagcdo de
duplicatas de acessos sao relativamente raros na literatura, embora existam
relatos de casos de sucesso, a exemplo dos relatados no germoplasma de
algumas culturas como, feijao caupi (EGBADZOR et al., 2014), soja
(BANDILLO et al., 2015; SONG et al., 2015), kiwi (MELO et al., 2017) e em
mandioca (RABBI et al., 2015).

O custo da identificacdo de um acesso de mandioca duplicado,
utilizando a caracterizacdo molecular é 12 vezes menor do que o custo de
conservar e utilizar o material como um acesso diferente na colecdo de
germoplasma (HORNA et al., 2010). Portanto, estas informa¢des moleculares
devem ser utilizadas como informacdes auxiliares para maximizar a eficiéncia
da conservacdo do germoplasma de mandioca, de modo que os curadores
possam precisamente identificar acessos com backgrounds genéticos
redundantes. Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar a presenca de
duplicatas de acessos no BAG-Mandioca da EMBRAPA, bem como avaliar a

estrutura genética das duplicatas de acessos com o0 uso de marcadores SNPs.

MATERIAL E METODOS
Material Vegetal

Foram analisados 2.371 acessos pertencentes aos Bancos Ativos de
Germoplasma (BAGs) conservados na EMBRAPA, onde 1.553 acessos
pertencem a Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas — BA
(CNPMF); 356 acessos a Embrapa Amazénia Oriental, Belém — PA (CPATU);
327 acessos a Embrapa Cerrados, Brasilia — DF (CPAC) e 135 acessos a
Embrapa Semiarido, Petrolina - PE (CPATSA).
Extracdo de DNA

O DNA foi extraido a partir de folhas jovens, de acordo com o protocolo

CTAB (brometo de cetiltrimetilamdnio) conforme descrito por Doyle e Doyle
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(1987), com adicdo de polivilpirrolidona (PVP) e aumento da concentracdo de
2-mercaptoetanol a 0,4%. A qualidade do DNA foi avaliada por quantificagéo
em gel de agarose 1,0% (p/v) corado com brometo de etidio (1,0mg/L) em
tampéo TBE 0,5 x (45 mM Tris-borate, 1 mM EDTA e g.s.p de agua destilada),
visualizado em luz UV e registrado com o fotodocumentador Gel Logic 212 Pro
(Carestream Molecular Imaging, New Haven, USA) por comparagéo visual com
uma série de concentragfes de DNA conhecido do fago Lambda (Invitrogen,
Carlsbad, CA). O DNA foi diluido em tampéo TE (Tris-HCI 10mM e EDTA 1mM)
para uma concentracdo final de 60 ng/uL e a qualidade verificada pela digestao
de 250 ng do DNA genbmico a partir de 10 amostras aleat6rias com a enzima
de restricdo EcoRI (New England Biolabs, Boston, EUA) a 65° C durante duas
horas e posteriormente, visualizada em gel de agarose.
Genotipagem por Sequenciamento

As amostras de DNA foram genotipadas no Genomic Diversity Facility
pertencente a Cornell University (http://www.biotech.cornell.edu/brc/genomic-
diversity-facility). O protocolo bésico da genotyping-by-sequencing (GBS), foi
descrito por Elshire et al. (2011), no qual o DNA foi digerido pela enzima ApeKI
recomendada por (HAMBLIN; RABBI, 2014), uma endonuclease de restricdo
tipo 1l que reconhece uma sequéncia degenerada de 5 bases (GCWGC, onde
W é A ou T) com comprimentos de 100 pb. A ligacdo entre os fragmentos com
corte ApeKl e o adaptador, foi realizada apdés a digestdo das amostras e
implementacdo de sistema multiplex com 192 amostras para realizacdo do
sequenciamento. A GBS foi realizada utilizando o Genome Analyzer 2000
(lumina, Inc., San Diego, CA). Para analise das sequéncias e filtros de
qualidade, foi utilizado o software Tassel versdo 5.2.37 (BRADBURY et al.,
2007), visando remover alelos com uma frequéncia alélica minima (MAF)
inferior a 0,05, e SNPs com mais de 20% de dados perdidos, totalizando, ao
final 20.712 SNPs.
Identificac&o de acessos duplicados

A matriz de distancia genética de Hamming foi calculada pela funcéo
bitwise.dist do pacote poppr do software R versédo 3.3.4 (R Development Core
Team, 2017), bem como o numero de diferencas alélicas entre dois acessos,
contando os dados ausentes como equivalentes por comparagdo. A

identificacdo de duplicatas foi feita com base na detec¢cdo de gendtipos
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multilocos (MLGs = multilocus genotypes). Este algoritmo de agrupamento foi
implementado sobre a matriz de distancia genética com base no método do
“vizinho mais préximo”, que agrupa acessos que estejam a uma distancia
minima definida (threshold = 0,05). O limiar de distancia critico para declarar
que dois acessos sao idénticos foi determinado empiricamente a partir da
distribuicdo da distancia genética calculada entre os acessos, levando em
consideracdo a existéncia de possiveis erros de genotipagem nos dados
genéticos em estudo. Assumindo que o conjunto de dados possuem distancias
variaveis entre acessos, o limiar foi definido como o ponto maximo de
dissimilaridade genética entre individuos para declara-los idénticos, isto €,
foram considerados semelhantes os individuos que apresentarem uma
distancia genética inferior ao limite dado de 0,05.

Os MLGs foram identificados com base na fungcdo milg.filter, disponivel
no pacote computacional poppr versao 2.3.0 do software R versdo 3.3.4 (R
Development Core Team, 2017). Além de definir os MLGs, a fungcdo mig.filter,
indica quais gendtipos compartiiham do mesmo MLG, os quais apresentam
perfil genético semelhante.

O método utilizado foi especificamente desenvolvido para analise de
populacdes clonais, implementado com o objetivo de visualizar
relacionamentos entre MLGs desconhecidos (KAMVAR et al.,, 2014). No
entanto, estudos em populacdes clonais, baseados somente na identificacdo e
comparacao de MLGs entre individuos, pode nao ser preciso, pois a existéncia
de mutacdes somaticas e possiveis erros na identificacdo dos marcadores
genéticos devem ser levados em consideracdo. Com a geracdo de grande
quantidade de dados via next-generation sequencing (NGS), a resolugéo
genética tem aumentado bastante, embora a possibilidade de erros de
genotipagem e elevado namero de dados perdidos também sejam frequentes
(ELSHIRE et al.,, 2011). Entretanto, a fungdo mlg.filter considera estes
possiveis viés, e permite a escolha da distancia genética e a abordagem para
agrupar os MLGs comuns identificados em mais de um individuo que,
biologicamente, seja mais relevante para a populacédo em estudo, considerando
nivel de ploidia e natureza dos marcadores de DNA utilizados (KAMVAR et al.,
2015).
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Agrupamentos dos acessos duplicados

A analise discriminante de componentes principais (ADCP) disponivel no
pacote computacional adegenet, do programa R versdo 3.3.4 (R Development
Core Team 2017), foi utilizada para definicdo dos agrupamentos dos acessos
duplicados de mandioca, pois esta técnica nao requer uma definicdo a priori de
grupos genéticos (JOMBART et al., 2010).

A ADCP baseia-se na transformacao preliminar dos dados, utilizando a
analise de componentes principais (ACP) como passo prévio a analise
discriminante (AD), garantindo que as variaveis submetidas a AD sao
perfeitamente ndo correlacionadas e seu numero seja menor que os individuos
analisados, sem necessariamente implicar na perda de informac@o genética.
Essa transformacao permite que a AD seja aplicada a qualquer dado genético,
ao passo que, a analise minimiza as diferencas entre individuos dentro dos
grupos e as maximiza entre grupos, no qual os acessos sao melhores
discriminados em grupos pré-definidos (JOMBART et al., 2010).

Foram utilizados sucessivos agrupamentos com o método K-means e o
Critério de Informacédo Bayesiano (BIC) para definicdo do numero ideal de
grupos, em que atribui-se K com menor valor BIC para representar o mais
provavel nimero de grupos para o conjunto de dados em andlise. Contudo, na
presenca de estruturacdo genética de forma hierarquica, os valores de BIC
podem ser reduzidos apdés a identificacdo do verdadeiro valor de K. Assim, a
reducado dos valores BIC foi analisada empiricamente para identificar o valor de
K na qual os valores BIC reduziram apenas sutiimente (JOMBART et al., 2010).
Foram testados valores de K de 1 a 80. Apds definido o numero de grupos,
foram retidos os eixos da analise de componentes principais que explicam mais

de 80% da variancia total dos dados.

RESULTADOS
Identificacdo de acessos duplicados com base na anélise multilocos

Dos 2.371 acessos de mandioca analisados, 1.757 apresentaram MLGs
anicos, enquanto os outros 614 acessos apresentaram um perfil ndo exclusivo
de marcadores SNPs, sendo assumidos como duplicatas, pois cada MLG
corresponde a um unico genétipo (ARNAUD-HAOND et al., 2007). Os 25,89%

do total dos acessos que expressaram perfis genéticos idénticos representaram
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614 genodtipos diferentes, fazendo com que o numero de distintos perfis de
SNPs seja 1.757.

Foram identificados 54, 80, 84, 396, acessos duplicados no CPATSA,
CPATU, CPAC e CNPMF, respectivamente. Em termos percentuais o CPATSA
apresentou 0 maior numero de acessos duplicados (40%) com perfis
geneticamente semelhantes com base no polimorfismo dos SNPs. Nas demais
unidades da EMBRAPA, a percentagem de duplicatas variou de 22,47% a

25,69% dos acessos de mandioca analisados (Figura 1).
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Figura 1. Relagdo entre o nimero de acessos conservados nos BAGs e a
guantidade de genoétipos que apresentam perfis genéticos semelhantes,

considerados como duplicatas.

Foi possivel identificar acessos com perfis genéticos semelhantes
entre e dentro das diferentes cole¢cdes de mandioca da EMBRAPA.
Especificamente no caso do CPATSA, todos os 135 acessos sdo copias do
germoplasma do CNPMF, por possuirem os mesmos MLGs (Tabela 1).
Possivelmente isto ocorreu devido ao compartilhamento histérico de acessos
entre essas instituicbes, bem como pelo fato de que muitas coletas de
germoplasma na regido semiarida do Brasil tem sido realizada nas regides de
abrangéncia de atuacdo do CPATSA. O CNPMF também possui em sua
colecdo, 87 e 82 acessos, mantidos pelo CPAC e CPATU, respectivamente,
enquanto que o CPATU e CPAC apresentaram 31 acessos duplicados

conservados por ambas unidades e entre CPAC e CPATSA, onde foram
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encontrados somente 10 acessos duplicados. Entretanto, entre o CPATU e
CPATSA néo foram identificadas duplicatas mantidas por essas unidades de
pesquisa (Tabela 1). Da mesma forma que no caso do CPATSA, o histérico de
troca de germoplasma no Brasil é elevado, embora em muitas situacdes a troca
de nomes, ou mesmo a falta de padronizacdo dos dados de passaporte, podem
levar a davidas sobre a origem dos acessos coletados. Neste caso, a analise
molecular pode resolver duvidas sobre a identidade genética dos acessos com

alta confiabilidade.

Tabela 1. Numero de acessos duplicados e multilocos (MLG) dentro e entre
cole¢cbes de mandioca da EMBRAPA, identificados com base na analise partir
de 20.712 marcadores SNPs.

CNPMF CPATU CPAC CPATSA
Unidade N° N° N° N° N° N° N° N°
duplicatas MLG duplicatas MLG  duplicatas MLG duplicatas MLG
CNPMF 396* 86** 82* 19** 87* 20** 135% 33**
CPATU - - 80* 19** 31* 7 0* 0**
CPAC - - - - 84* 17 10* 2%*
CPATSA - - - - - - 54* 2%

* Numero de duplicatas dentro de cada banco e *Numero de multilocos compartilhados dentro
e entre bancos. CNPMF (Embrapa Mandioca e Fruticultura); CPATU (Embrapa Amazbnia
Oriental); CPAC (Embrapa Cerrados) e CPATSA (Embrapa Semiarido).

Com base na andlise de duplicatas, foram identificados 124 MLGs
dentro dos BAGs da EMBRAPA (86, 19, 17 e 2 MLGs formados por acessos
pertencentes ao CNPMF, CPATU, CPAC e CPATSA, respectivamente) (Tabela
1). Além disso, houveram acessos que compartilharam MLGs entre diferentes
BAGs, sendo 33 entre CNPMF e CPATSA, 20 entre CNPMF e CPAC, 19 entre
CNPMF e CPATU, sete entre CPAC e CPATSA e dois entre CPAC e CPATSA.
Portanto, o maior nimero de MLGs entre e dentro dos BAGs foi observado no
CNPMF, que tem sido um repositério de acessos para os demais bancos de
germoplasma. Entretanto, observa-se nenhum compartilhamento de
germoplasma entre o CPATU e CPATSA. Possivelmente isso ocorreu pela
maior adversidade climatica entre essas regides, considerando que o CPATU
se localiza na regido Norte do Brasil (Belém-PA) cujas principais caracteristicas
climaticas sdo médias anuais de temperatura de 26,7°C, umidade relativa 84%,
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e precipitacdo pluviométrica de cerca de 3.000 mm (BASTOS et al., 2002),
enquanto que o CPATSA se localiza na regido Nordeste do Brasil (Petrolina-
PE) com temperatura média anual de 26,1°C, umidade relativa de 60%, e
precipitacdo pluviométrica média anual de 530 mm (TEIXEIRA, 2010).
Portanto, a disponibilidade de agua € um dos principais fatores de
diferenciacdo entre estas regides do pais, fazendo com que acessos
provenientes da regido Norte ndo se adaptem ao Nordeste e vice-versa.

A diversidade genética dos 2.371 acessos de mandioca, calculada
como base na distancia genética de Hamming, variou de 0,014 a 0,297, com
média de 0,231 (Figura 2). Entretanto, a maior parte dos acessos de mandioca
divergiu a uma distancia maior que 0,20, indicando grande diversidade genética
armazenada no germoplasma de mandioca do Brasil. Considerando o limiar
maximo de 0,05 de distancia genética para definicdo dos diferentes MLGs
observou-se que os acessos BGM2004 e BGM1635 apresentaram a menor
distancia genética igual a 0,014, enquanto que nos demais acessos duplicados

esta distancia variou de 0,021 a 0,050, com média de 0,041.
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Figura 2. Dissimilaridade genética entre 2.371 acessos de mandioca com base

em 20.712 marcadores Single-Nucleotide Polymorphism (SNP).
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Estrutura populacional dos acessos duplicados

A ADCP foi utilizada para investigar o padréo de diversidade genética
dos acessos de mandioca considerados duplicados. A manutencdo de 250
componentes principais (CP) na etapa preliminar de transformacdo dos dados
permitiu que a ADCP explicasse mais de 88% da variacdo genética total
observada pelos marcadores SNPs. A definicAo do numero de CP a serem
retidos na andlise € um ponto de discussdo sobre o poder de redugcdo na
dimensionalidade dos dados. De modo geral, € recomendado o uso de
componentes que retenham mais de 80% da variancia genética (JOMBART et
al., 2010). No contexto da ADCP é preciso definir um ponto de equilibrio entre o
poder de discriminacdo dos agrupamentos e a estabilidade de atribuicdes dos
genotipos em cada grupo. Assim, a analise com 250 CP garantiu alto poder
estatistico para se avaliar a estrutura genética dos acessos duplicados
conservados nos quatro principais BAGs de mandioca do pais.

A Figura 3 indica a presenca de estrutura hierarquica no germoplasma
duplicado de mandioca e ilustra a definicdo do numero ideal de grupos. Com
base no agrupamento K-means, a maior queda inicial do critério de informacéo
bayesiano (BIC) ocorreu com K = 12, sendo este o numero de grupos
selecionados para representar a diversidade do germoplasma duplicado de
mandioca.

A probabilidade de alocacdo de cada acesso em determinado grupo pela
ADCP foi 100% para todos os 614 acessos duplicados, ndo havendo, portanto,
possibilidade de compartilhamento gendmico entre os diferentes grupos da
ADCP. Assim, 0 agrupamento dos acessos duplicados de mandioca, com base
nas duas primeiras fungbes discriminantes (LD) revelou uma clara separacao
dos 12 grupos de diversidade (Figura 4). A variacdo no numero de acessos por
grupos foi de 12 (Grupo 6) a 129 (Grupo 11), com média de 51 acessos por
grupo. Por outro lado, o nimero de MLGs variou de 4 (Grupo 4) a 51 (Grupo
11), com média de 16 MLGs por grupo formado pela ADCP (Tabela 2).
Portanto, os acessos do Grupo 11 ainda armazenam uma ampla diversidade

genética dentro do grupo.
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Figura 3. Distribuicdo dos valores do critério de informacdo bayesiano (BIC)
em funcdo do numero de grupos, com base na andlise de 614 acessos
duplicados de mandioca com 20.712 marcadores Single-Nucleotide
Polymorphism (SNP). A seta em vermelho indica o nimero de grupos escolhido
para a analise de agrupamento.

Em funcdo do grande intercambio e coleta dos mesmos acessos em
uma mesma regido por diferentes unidades de pesquisa da EMBRAPA, os
agrupamentos formados pela ADCP nao foram formados por acessos
pertencentes exclusivamente a uma Unica unidade de pesquisa (Tabela 2). De
modo geral, os grupos da ADCP foram compostos por acessos pertencentes a
duas (Grupos 3 e 6), trés (Grupos 2, 4, 5, 7, 8, 10 e 11) ou quatro unidades da
Embrapa (Grupos 1, 9 e 12). Todos os MLGs foram alocados dentro de um
mesmo grupo da ADCP, o que demonstra a concordancia no agrupamento
populacional dos acessos de mandioca com base em duas abordagens

genéticas completamente diferentes (ou seja, analise MLG e ADCP). Esta
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informacédo reflete a elevada acuracia na definicdo da similaridade das

duplicadas de acessos identificadas no germoplasma de mandioca.
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—50-
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LD1
Figura 4. Dispersdo do primeiro de segundo componente da andlise
discriminante de componentes principais (ADCP) com base na analise de 614
acessos de mandioca considerados duplicados, com uso de 20.712
marcadores Single-Nucleotide Polymorphism (SNP). Os grupos estdo
representados por cores de acordo com a legenda. O gréfico acima a direita
representa a contribuicdo dos autovalores (eigenvalues) dos componentes
principais selecionados na ADCP, enquanto o gréafico abaixo a direita indica a
variancia explicada pelos autovalores das duas fungdes discriminantes

utilizadas no scatterplot.

A distancia média dentro do agrupamento da ADCP variou de 0,037 a
0,045 nos Grupos 1 e 12, respectivamente. Por outro lado, a maior variacédo
ocorreu nos grupos 6 (0,021 a 0,050) e 10 (0,014 a 0,050) (Tabela 2). Isto
indica que a maxima variabilidade genética foi efetivamente dividida entre os

diversos grupos da ADCP, considerando que o principio da analise
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discriminante (AD), apresenta como diferencial, uma melhor separacdo e
visualiza¢do dos grupos, enquanto busca resumir toda diferenciacdo genética

minimizando entre individuos e maximizando entre grupos.

Tabela 2. NUmero de acessos e genotipos multilocos de mandioca (MLG)
pertencentes aos 12 grupos de diversidade genética identificados pela analise
discriminante de componentes principais (ADCP) com base na analise partir de
20.712 marcadores Single-Nucleotide Polymorphism (SNP).

Grupo  N°de NO Variagdo da Distancia

ADCP  acessos CNPMF CPATSA CPATU CPAC MLG 3|es:laé?g: g;née;;;a
1 95 68 16 9 2 31 0,025 a 0,049 0,037
2 25 20 - 4 1 8 0,033 a 0,049 0,042
3 31 25 6 - - 5 0,024 a 0,050 0,041
4 27 16 10 - 1 4 0,025 a 0,050 0,042
5 41 36 3 - 2 11 0,025 a 0,050 0,044
6 12 7 5 - - 5 0,021 a 0,050 0,038
7 60 32 - 2 26 23 0,026 a 0,050 0,043
8 42 25 7 - 10 14 0,029 a 0,050 0,044
9 68 45 3 6 14 17 0,023 a 0,050 0,043
10 30 24 1 5 - 5 0,014 a 0,050 0,042
11 129 78 - 44 7 51 0,024 a 0,050 0,043
12 54 20 3 10 21 18 0,034 a 0,050 0,045

CNPMF (Embrapa Mandioca e Fruticultura); CPATSA (Embrapa Semiéarido); CPATU (Embrapa

Amazonia Oriental); CPAC (Embrapa Cerrados) e MLG (Gen6tipo multilocos).

DISCUSSAO
Identificacdo de acessos duplicados com base em gendtipos multilocos
Historicamente, a movimentacédo de germoplasma entre a Amazonia e a
regido central do Brasil, permitiu a domesticacao da espécie e a formacao de
diversas variedades durante as migracdes dos povos nativos, permitindo a
hibridacdo entre as cultivares e parentes selvagens presentes, sobretudo na
regido do Brasil Central (NASSAR, 2002). Embora hibridagdes ainda ocorram
na natureza e de forma controlada nos programas de melhoramento, o
germoplasma de mandioca € quase exclusivamente mantido por propagacao
vegetativa, em condicbes de campo e in vitro. Além disso, nos dias atuais,
ainda ocorre intensa troca de material propagativo entre diferentes regioes, via

hastes ou manivas, que frequentemente apresenta problemas de registro e
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rotulagem dos acessos que nem sempre sdo padronizadas, fazendo com que
as entradas tenham informac@es limitadas sobre sua correta identidade. Além
disso, os agricultores tendem a adotar diferentes nomes aos acessos
intercambiados. Portanto, na formacdo dos bancos de germoplasma de
mandioca, certamente foram coletados distintos acessos com 0 mesmo nome e
diferentes acessos com o mesmo nome. Esta é uma realidade que acomete a
maioria dos bancos de germoplasma de espécies vegetais, e que precisa ser
resolvido.

Considerando o Brasil como centro de origem e diversidade da
mandioca (OLSEN, 2004), a EMBRAPA tem procurado manter uma colecao
diversificada de recursos genéticos de M. esculenta Crantz para uso imediato e
futuro. A manutencdo efetiva da diversidade genética do germoplasma de
mandioca € particularmente importante no contexto da manutencdo da
agricultura moderna, que visa garantir elevados patamares de produtividade de
forma competitiva, pela busca de melhores variedades e com caracteristicas
diferenciais aquelas usadas pelos agricultores. Portanto, a introducdo de
diversidade genética adicional, por meio de polinizagdo cruzada com
variedades locais e mesmo parentes selvagens, deve ser feita tendo como
material base o germoplasma da espécie, que é uma fonte importante de nova
variacdo. Contudo, o custo da conservacdo dos acessos em condicbes de
campo e in vitro, sdo extremamente elevados, o que impde limitagcbes na
manutencdo e expansao do germoplasma. Com isso, € fundamental que a
incorporacdo de novos acessos seja feita de forma estratégica para capturar a
diversidade genética adicional, que efetivamente possui valor potencial para os
usuarios.

A presenca de duplicatas de acessos certamente contribui para o
aumento no custo da preservagao do germoplasma de mandioca. Com isso, 0S
curadores precisam utilizar diferentes ferramentas para identificar e reduzir a
duplicacdo de acessos. A analise do perfil molecular dos 2.371 acessos de
mandioca pertencentes as diferentes colecbes da EMBRAPA revelou a
presenca de mais de 25% de duplicatas nos acessos destas cole¢bes que
foram coletados ao longo de mais de 40 anos no Brasil (prioritariamente). A
variagdo na percentagem de duplicatas entre os diferentes BAGs (22,47% -

CPATU a 40,00% - CPATSA), provavelmente se deve a pratica de intercambio
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entre 0o germoplasma nacional, bem como pela coleta de acessos em uma
mesma zona agroecologica pelas diferentes cole¢cbes da EMBRAPA. Ao
mesmo tempo em que estas redundancias precisam ser reduzidas entre as
diferentes colecdes de mandioca, é preciso incentivar a preservacdo dos
acessos de mandioca em zonas agroecoldgicas que sao bastante diversas, a
exemplo daquelas situadas nas regibes Norte, Nordeste e Sul do Brasil;
sobretudo para garantir a sobrevivéncia de acessos com adaptacdo especifica
a estas regides.

Em outros estudos com mandioca, marcadores morfologicos e
isoenzimaticos, foram inicialmente utilizados para identificacdo de acessos com
alta similaridade na colecédo do CIAT, enquanto que a confirmacédo efetiva de
duplicatas de acessos (81 em 744 acessos) foi realizada com uso de
marcadores RFLP (JIMENEZ-NIETO, 1994). Outros trabalhos na colecdo do
CIAT indicaram valores de redundancia variando de 20,0 a 25,0% da colecao
(OCAMPO et al.,, 1993; OCAMPO et al.,, 1995). Chavarriaga-Aguirre et al.
(1999) utilizaram marcadores isoenzimaticos, microssatélites e AFLP,
juntamente com sete descritores morfologicos para identificacdo de duplicatas
em uma colecdo nuclear composta por 521 acessos de mandioca, cujos
resultados demonstraram haver pelo menos 1,34% de duplicatas nesta colecao
nuclear.

Embora haja diferencas entre o germoplasma armazenado no CIAT em
relagdo ao germoplasma do Brasil, bem como ao uso de diferentes estratégias
e técnicas para deteccdo de duplicatas, verificou-se valores semelhantes de
acessos redundantes (em torno de 25%). Independente das abordagens, a
reducdo dos acessos duplicados nos bancos de germoplasma e a comparacao
das novas entradas de acessos com aqueles ja existentes na colecdo para
evitar aumento da redundancia das cole¢des, sao estratégias que devem ser
implementadas na rotina dos bancos de germoplasma de mandioca.

Para Gross et al. (2012) a identificacdo de amostras geneticamente
idénticas com elevada precisdo exige que os marcadores selecionados sejam
suficientemente variaveis e que levem em consideracdo a realidade da
estrutura populacional e a relagcéo entre individuos. Além disso, Arnaud-Haond
et al. (2007) utilizaram o procedimento Monte Carlo para assegurar que um

conjunto de marcadores microssatélites que tivessem poder discriminatério
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suficiente para identificar todos os MLGs presentes na amostragem de 220
genadtipos da erva marinha Cymodocea nodosa. Estes autores relataram que
apenas sete locos microssatélites foram suficientes para determinar o nimero
de MLGs presentes na amostra com elevada confiabilidade. Além do namero,
um dos problemas mais comuns que afetam as estimativas de diversidade e
relacionamento entre individuos é o polimorfismo limitado dos marcadores
utilizados. Isso impede a discriminacao precisa de distintos acessos que podem
ser considerados idénticos, com base no conjunto de marcadores usados,
levando a superestimacao da ocorréncia de duplicatas. Portanto, em termos
numéricos e de polimorfismo, é esperado que os 20.712 SNPs utilizados no
presente trabalho sejam bastante adequados para determinar os diferentes
MLGs com base no perfil genético dos 2.371 acessos de mandioca.

A andlise de duplicatas no germoplasma de mandioca, considerando os
diferentes MLGs, foi feita com base na funcdo mig.filter do pacote poppr. De
acordo com Kamvar et al. (2014) a definicdo dos MLGs foi desenvolvida para
populacdes clonais e/ou parcialmente clonais, sob um critério rigoroso que leva
em consideracdo possiveis erros de genotipagem, principalmente para
marcadores identificados pelas plataformas Next-Generation Sequencing
(NGS). A funcéo é aplicada a individuos diploides e a marcadores SNPs, ndo
levando em consideracdo dados perdidos, também permitindo agrupar 0s
acessos com base na escolha do agrupamento que melhor se adequam a
natureza dos dados, considerando um limiar minimo para distinguir os acessos
e identificar as duplicatas (KAMVAR et al., 2015).

No processo de identificacdo de duplicatas, também é preciso considerar
a superestimacdo do numero de gendtipos diferentes em funcdo da presenca
de multiplos MLGs pertencentes ao mesmo genotipo, cuja ocorréncia se deve a
existéncia de mutagbes somaticas ou erros de genotipagem
(DOUHOVNIKOFF; DODD, 2003). Portanto, de acordo com Arnaud-Haond et
al. (2007) a adocdo de um limiar de distancia genética pode ser definida,
abaixo da qual a hipotese de que MLGs distintos pertencem ao mesmo
genotipo, ndo deva ser rejeitada. Porém, alguns autores mencionaram que a
quantidade de diversidade genética aceitavel entre acessos geneticamente
semelhantes ainda nao esta bem definida (LUND et al., 2003). De fato, Fu et al.

(2006) estudaram a variagdo genética entre seis acessos de trigo tipo Marquis
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e seis de cevada tipo Thorpe canadense com uso de marcadores AFLP para
desenvolver um valor limite para declaracéo de duplicidade dos acessos. Esses
autores observaram que as verdadeiras duplicatas das duas espécies
apresentaram variacdo de até 5% nos fragmentos de AFLP. Portanto, a
definicdo dos MLGs no germoplasma de mandioca com base na distancia
genética maxima de 0,05 entre acessos, parece ser bastante realista
considerando que a automacdo da genotipagem dos SNPs por GBS pode
reduzir ainda mais a taxa de erro na definicdo do perfil genético de cada
acesso. De fato, de acordo com Zhou et al. (2015), a natureza bialélica dos
SNPs facilita a reducdo na taxa de erro na genotipagem dos acessos, além de
promover a compatibilidade dos resultados entre laboratérios. Além disso, a
possibilidade de se identificar duplicatas com alta confiabilidade, acuracia e
automacdo em conjunto informacdes com dados perdidos e erros de

genotipagem, em quantidades limitadas, sdo vantagens importantes da anélise.

Estrutura populacional dos acessos duplicados de mandioca

O uso de marcadores moleculares de alta cobertura genémica como 0s
SNPs, é relativamente recente nos programas de melhoramento genético da
mandioca. Além disso, SNPs para identificacdo de duplicatas de acessos tém
sido pouco explorados, por isso este € um dos primeiros estudos sobre o
entendimento da estrutura populacional em acessos de mandioca com elevada
redundancia genética. Com base na ADCP nos 124 MLGs foram identificados
12 grupos de diversidade. Houve uma forte correlacdo do agrupamento com 0s
MLGs, pois a ADCP procedeu o agrupamento dos 124 MLGs em 12 diferentes
grupos, onde todos os individuos alocados nos agrupamentos MLGs também
permaneceram nos mesmos grupos formados pela ADCP.

A ADCP revelou uma clara separacao entre os 12 diferentes grupos de
acessos duplicados, considerando a sensibilidade desta técnica na deteccao
de subestrutura em modelos hierarquicos (JOMBART et al., 2010). A estrutura
da populacdo pode ser influenciada pela presenca de alelos exclusivos de
determinados grupos que possui influéncia desproporcional na ADCP. Com
isso a maioria dos grupos sao claramente separados dos demais com uso
apenas das duas primeiras func¢des discriminantes, a exemplo do que ocorreu

no agrupamento dos acessos de mandioca duplicados (Figura 4). Excecao



92

ocorreu apenas nos Grupos 1 e 5, que apresentaram ligeira sobreposicao de
alguns acessos.

Segundo Jombart et al. (2010), a ADCP pode ser util para uma grande
variedade de organismos, independentemente da sua ploidia e taxa de
recombinacdo genética, pois a metodologia € independente de qualquer
modelo de genética de populacdes sendo, portanto, livre de suposi¢cdes sobre
equilibrio de Hardy-Weinberg ou desequilibrio de ligagdo. Além disso, esta
analise pode ser aplicada a grandes conjuntos de dados exigindo demanda
computacional inferior a abordagem bayesiana.

A existéncia de elevados niveis de diversidade constitui um fator
importante na interpretacdo da diferenciagédo dos agrupamentos e definicdo de
contrastes genéticos dentro de determinados grupos de duplicatas. Portanto,
estes 12 grupos formados pela ADCP podem ndo somente orientar as
estratégias de conservacdo do germoplasma de mandioca, mas também
contribuir para definicdo de grupos genéticos que possam ser cruzados para
geracdo de populacdes segregantes no ambito dos programas de
melhoramento genético da espécie.

A capacidade de identificar populacdes de melhoramento com o elevado
desempenho agrondmico é efetivamente um objetivo no desenvolvimento de
novas variedades de mandioca (OLIVEIRA et al., 2015). Além disso, de acordo
com Semagn et al. (2012) é reconhecido que grupos de diversidade préximos
tendem a aumentar a redundancia em diversos programas de melhoramento e,
portanto, seu uso em cruzamentos, pode resultar em desperdicio de recursos,
pois 0 cruzamento entre parentais com baixa complementariedade genética
pode gerar progénies de baixo desempenho (DIAS et al., 2013; BENIN et al.,
2012). Por outro lado, o cruzamento de parentais geneticamente divergentes,
pode resultar em elevada variacéo fenotipica nas progénies. Assim, a estrutura
populacional e a classificacdo dos acessos de mandioca em diferentes grupos
com base nos marcadores SNPs podem encorajar os melhoristas a planejarem
melhor seus cruzamentos para maximizar as chances de obtengcédo de
progénies com elevado contraste fenotipicos para diversas caracteristicas

agrondmicas.
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Perspectivas para otimizacéao e uso do germoplasma de mandioca

De acordo com a FAO (2010), dos 7,4 milhdes de acessos armazenados
em 1.700 bancos de germoplasma, estima-se que entre 70 a 75% sejam
duplicatas com base em dados genotipicos e de passaporte. Além disso, a
manutencdo do germoplasma de mandioca no campo tem um alto custo, cerca
de US$92,30 anuais por acesso de acordo com Shands (2010). Por isso, é
preciso investir em métodos adequados de identificacdo inequivoca de
duplicatas para garantir a manutencdo continua dos recursos genéticos de
maior prioridade usando os limitados recursos financeiros disponibilizados,
sobretudo pelo setor publico.

De modo geral, o objetivo de conservacao de germoplasma € manter a
maior diversidade genética possivel para uma dada espécie de planta em
particular. Até algum tempo atras, a inexisténcia de estratégias e métodos
eficientes de identificacdo de duplicatas em bancos de germoplasma, fazia com
que os curadores/melhoristas mantivessem todos 0s acessos ha colecao,
mesmo com alguma evidéncia da existéncia de duplicatas com base em
descritores morfoagronémicos. Entretanto, atualmente, a possibilidade de se
analisar diferencas diretamente em nivel de DNA, e a disponibilidade de
diversas ferramentas computacionais para associar as informacgdes fenotipicas
e genotipicas, fazem com que o descarte de acessos seja feito de forma mais
segura e confidvel. Contudo, a padronizacdo na identificacdo das amostras
duplicadas com uso de um conjunto de marcadores comuns, além de
problemas na reprodutibilidade dos dados de marcadores moleculares entre
diferentes laboratérios, tém dificultado o avanco da técnica e a comparacao
entre diferentes cole¢des da espécie. Por outro lado, abordagens padronizadas
de NGS, a exemplo da GBS, podem identificar SNPs Uteis para sobrepor esses
problemas e assim representar uma plataforma de informacéo ideal para
reduzir a redundancia no germoplasma (KILIAN, GRANER, 2012). Certamente,
estas abordagens mais modernas sobre a conservagdo dos recursos geneéticos
geram subsidios importantes para que os curadores/melhoristas priorizem a
manutencao de genaotipos unicos.

Com as duplicatas identificadas em estudos como este, os curadores
podem avaliar a manutengdo ou o descarte destes acessos para otimizar a

conservagao do germoplasma e ainda introduzir novas amostras. Entretanto,
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0s acessos identificados como idénticos, com base nos marcadores SNPs,
devem ainda ser caracterizados no nivel fenotipico para determinar se
possuem caracteristicas Unicas ou se eles podem ser semelhantes o suficiente
para serem consideradas sinonimias na colecdo. Estas informacdes
certamente dardo maior confiabilidade para o descarte dos acessos
redundantes, considerando a possibilidade da existéncia de variacao
somaclonal (mutac¢des) no germoplasma de mandioca ao longo do processo de
cultivo e domesticacdo da espécie. De fato, observacdes desta natureza tém
sido relatadas em outras espécies de propagacdo clonal, a exemplo do
abacaxizeiro, cuja andlise de SNPs resultou na identificacdo de 64 acessos
Unicos em 170 avaliados (ZHOU et al., 2015). Além disso, os autores relataram
gue alguns acessos dentro do mesmo grupo de duplicatas apresentaram
diferencas morfolégicas aparentes, apesar de apresentarem perfis Unicos de
SNP, a exemplo do acesso Cayenne 7898 QC que possui cor amarela da
polpa, enquanto o Cayenne 7898 4N possui cor branca.

Diante destas consideracbes, a caracterizacdo dos acessos de
mandioca pertencentes ao mesmo MLG com base em descritores fenotipicos
ainda € essencial para complementar o perfii molecular obtido pelos
marcadores SNPs para definicdo precisa da redundancia dos acessos para fins
de descarte final. Portanto, além de melhorar a eficiéncia das atividades
rotineiras do banco de germoplasma de mandioca, as informacdes geradas
neste trabalho podem ser Uteis para a verificacdo e controle da origem das
variedades, direcionando a introducéo de novos acessos e mesmo contribuindo
para minimizar problemas de registro e recomendacdo de variedades

sinonimias.

CONCLUSAO

Este estudo fornece uma visdo abrangente da redundancia do
germoplasma cultivado de M. esculenta no Brasil, um pais considerado o
centro de origem e diversidade da espécie (OLSEN, 2004). O uso de mais de
20 mil SNPs possibilitou a identificacdo de mais de 25% de duplicatas nos
acessos deste germoplasma e uma redundancia dentro de algumas colecdes
da EMBRAPA, como resultado do intercambio institucional e coleta de acessos

comuns em diferentes regifes geograficas. Neste Ultimo caso, a intensa troca
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de material propagativo de mandioca entre os agricultores no Brasil favorece a
disseminacdo de gendtipos de interesse em todo o territdrio nacional.
Geralmente este intercaAmbio é acompanhado da troca de nomes, o que
certamente faz com que os curadores tenham duvida da origem e decidam
manter os acessos na colecdo até que algum tipo de caracterizacdo possa
definir o seu correto background genético.

Apesar da elevada confiabilidade dos SNPs para definicdo das
duplicatas de acessos, a ocorréncia de mutacdes espontdneas comumente
mencionadas na literatura em espécies de propagacao vegetativa, faz com que
alteracbes em um Unico gene possam gerar variacdes importantes para a
cultura que precisam ser preservadas. Portanto, a deciséo final de descarte dos
acessos sera feita ap6s uma completa caracterizacdo fenotipica com base em
dados produtivos, de resisténcia a doencas e estresses abibticos (déficit hidrico
e deterioracao fisiologica pds-colheita), e qualidade de raizes e amido.

O agrupamento bastante claro dos acessos de mandioca com base na
ADCP foi fortemente correlacionado com os diferentes MLGs, de tal forma que
todos os 124 MLGs foram mantidos nos mesmos grupos da ADCP. Isto
demonstra a elevada confiabilidade na definicdo das duplicatas de acessos,
considerando que ambos os métodos utilizam abordagens diferentes para o
agrupamento dos acessos. Além disso, ampla diversidade genética foi
verificada nos acessos duplicados considerando que apenas as duas primeiras
funcdes discriminantes foram capazes de distinguir, com elevada probabilidade
de alocacdo, os acessos de mandioca. Todas estas informacdes serdo Uteis
para melhorar a eficiéncia no manejo do germoplasma de mandioca e no seu

uso em beneficio dos usuarios destes recursos genéticos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A aplicagdo de novas técnicas no melhoramento genético da mandioca
tem crescido nos ultimos anos, sobretudo com a geracdo de um grande
namero de informacgdes moleculares de baixo custo a exemplo da identificacao
de SNPs por GBS. Especificamente no presente estudo, 0 uso dos marcadores
SNPs proporcionou um melhor entendimento sobre a diversidade genética e
estrutura populacional conservada no BAG-Mandioca.

Com o entendimento da diversidade genética do germoplasma de
mandioca, seré possivel identificar parentais contrastantes para cruzamentos e
desenvolvimento de populacbes segregantes com maxima variabilidade
genética, a fim de ampliar o uso do germoplasma conservado. A identificacdo
da endogamia presente no BAG-Mandioca constitui-se uma excelente
oportunidade para explorar os beneficios da maior homozigosidade dos
genodtipos, uma vez que 0S acessos mais homozigbticos podem ser
autofecundados para rapida obtencéo e selecédo de linhas puras, tendo como
foco a exploracdo do vigor hibrido e de novos fendtipos com expressdo em
homozigose recessiva, a exemplo do amido ceroso.

A formacgéo de 22 grupos de diversidade molecular pelo método ADCP
reflete a grande variabilidade genética existente no germoplasma de mandioca
do Brasil, fruto da intensa domesticacdo e selecdo histérica neste pais.
Entretanto, a falta de associacdo entre os agrupamentos formados com base
nas informac¢Bes moleculares e fenotipicas demonstrou a necessidade de
esforcos adicionais na aquisicdo de outras informacgdes fenotipicas, visando
uma melhor classificacdo do germoplasma.

Em relacdo ao estudo de duplicatas, sugere-se que 0S acessoS
considerados como duplicatas sejam caracterizados fenotipicamente e
somente apds a confirmacdo da redundancia genética com base em dados
moleculares e fenotipicos seja realizada o seu descarte final, para manter
conservada uma maior representatividade de todo recurso genético disponivel

da espécie.



