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RESUMO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma cultura originaria da regido norte do Brasil,
amplamente utilizada como fonte de subsisténcia as familias dessa regido e do mundo.
Apresenta alta variabilidade genética, sendo cultivada em todo o Brasil e em outros paises.
Apesar da existéncia de varios estudos utilizando marcadores moleculares da mandioca, poucos
sdo baseados na identificacdo de marcadores de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNPs). O
presente estudo tem como objetivo avaliar os niveis de diversidade e a estrutura genética de
acessos de mandioca conservados no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Amazonia
Oriental por meio de marcadores moleculares SNPs. Foram analisados 397 acessos de
mandioca pertencentes ao BAG, que foram coletados principalmente em areas no estado do
Para. As bibliotecas de DNA genémico foram construidas e os fragmentos foram sequenciados
usando a plataforma Illumina. Utilizando o pipeline Tassel-GBS V5.2.44, as sequéncias foram
identificadas e submetidas a analise de controle de qualidade para remover adaptadores e
regides de baixa qualidade. Inicialmente, foram identificados 670.835 SNPs, distribuidos em
18 cromossomos e 2 scaffolds. Posteriormente, foram removidos os scaffolds, insercdes e
delecdes, retencdo de dados perdidos e SNPs de acordo com a menor frequéncia alélica do alelo
alternativo (MAF <0,05). Em seguida, os dados foram exportados para o ambiente R para
filtragem adicional, considerando o desequilibrio de ligacdo, o equilibrio de Hardy-Weinberg e
o0 desvio externo do Fst usando o pacote R2vcftools. Apds a filtragens adicionais, foram
identificados 3.300 SNPs neutros e independentes, com densidade média de 158,90kb por
cromossomo. A estrutura genética foi estabelecida por meio de duas abordagens
complementares, onde foram encontrados trés grupos genéticos (K = 3) em ambas as analises
e foi possivel observar correspondéncia com a classificagdo com relagao a um tipo de mandioca
(brava, mansa ou agucarada). Os parametros de diversidade foram iguais, dentro do intervalo
de confianga, para os grupos 2 ¢ 3 de dois agrupamentos genéticos e nos grupos das bravas e
mansas, entretanto, os grupos 1 (Hg = 0,48) e o grupo das agucaradas (Hg = 0,33) apresentaram
menores valores de diversidade genética em comparacdo aos outros grupos. A Analise de
Variancia Molecular (AMOVA) revelou que ha diferenciacdo genética considerando todos os
acessos (Fsr=0,13; P <0,001) e a partir do grupo determinado pelos tipos de mandioca foi de
0,12; P <0,001. Analisando os acessos coletados no estado do Para, os valores foram similares
tanto para os grupos genéticos (Fsr=0,15; P <0,001), quanto para os grupos de acordo com o0s
tipos (Fsr = 0,14; P <0,001). Portanto, os marcadores SNPs neutrais foram eficazes no estudo
da diversidade e estrutura genética da mandioca, onde foi possivel observar a diversidade
genética e estrutura genética presente no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazonia
Oriental, fornecendo uma melhor compreensdo da variabilidade genética e suporte para o
desenvolvimento de estudos genémicos de mandioca.

Palavras-chave: Recursos Genéticos. Euphorbiaceae. Gendmica.



ABSTRACT

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is a crop originating in the northern region of Brazil,
widely used as a source of subsistence for families in this region and the world. It has high
genetic variability, being cultivated throughout Brazil and in other countries. Despite the
existence of several studies using cassava molecular markers, few are based on the
identification of single nucleotide polymorphism markers (SNPs). The present study aims to
evaluate the levels of diversity and the genetic structure of cassava accessions conserved in the
Active Bank of Germplasm (BAG) of the Eastern Amazon using molecular SNPs markers. 397
cassava accessions belonging to the BAG were analyzed, which were collected mainly in areas
in the state of Para. Genomic DNA libraries were built and the fragments were sequenced using
the lllumina platform. Using the Tassel-GBS V5.2.44 pipeline, the strings were identified and
subjected to quality control analysis to remove low quality adapters and regions. Initially,
670,835 SNPs were identified, distributed in 18 chromosomes and 2 scaffolds. Subsequently,
scaffolds, insertions and deletions, lost data retention and SNPs were removed according to the
lower allele frequency of the alternative allele (MAF <0.05). Then, the data were exported to
the R environment for additional filtering, considering the link imbalance, the Hardy-Weinberg
balance and the external deviation of the FST using the R2vcftools package. After additional
filtration, 3.300 neutrals and independents SNPs were identified, with an average density of
158.90kb per chromosome. The genetic structure was established through two complementary
approaches, where three genetic groups (K = 3) were found in both analyzes and it was possible
to observe correspondence with the classification regarding the type of cassava (wild, soft or
sweet). The diversity parameters were the same, within the confidence interval, for groups 2
and 3 of two genetic groups and in the bravas and meek groups, however, groups 1 (He = 0.48)
and the sugary group (He = 0.33) had lower values of genetic diversity compared to the other
groups. The Molecular Variance Analysis (AMOVA) revealed that there is genetic
differentiation considering all accessions (Fst = 0.13; P <0.001) and from the group determined
by the types of cassava it was 0.12; P <0.001. Analyzing the accessions collected in the state of
Pard, the values were similar both for the genetic groups (Fst = 0.15; P <0.001), and for the
types collected in Pard (Fst = 0.14; P <0.001). Therefore, the neutral SNPs markers were
effective in studying the diversity and genetic structure of cassava, where it was possible to
observe the genetic diversity and genetic structure present in the Active Germplasm Bank of
Embrapa Amazonia Oriental, providing a better understanding of genetic variability and
support for the development of genomic studies of cassava.

Keywords: Active Germplasm bank. Euphoiaceae. Genomic.
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1. INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) ¢ uma planta dicotiledonea pertencente a
familia Euphorbiaceae e género Manihot, que possui aproximadamente 98 espécies, sendo
Manihot esculenta a mais cultivada. A espécie ¢ originaria da América do Sul e a sua possivel
domesticacdo ocorreu na Regido Amazodnica e ¢ cultivada principalmente por pequenos
produtores de paises de clima tropical e subtropical (OLSEN, 2004; LEOTARD et al., 2009).
A mandioca produz uma raiz tuberosa de importancia para a alimentagdo humana, usada como
subsisténcia para muitas familias (FERREIRA et al, 2008). A nivel mundial, a espécie ¢
considerada a principal fonte de carboidratos para mais de 800 milhdes de pessoas,
representando grande importancia para a alimentacdo humana (LEBOT, 2009; FERREIRA et
al., 2008).

A espécie apresenta imensa diversidade de usos, tanto de raizes quanto de parte aérea,
com destaque para as raizes tuberosas, ricas em carboidratos (CARVALHO e SCHAAL, 2001;
FERREIRA et al., 2008).

Diversos estudos de caracterizacdo de gendtipos de mandioca tém se concentrado na
andlise de descritores morfoldgicos e no potencial cianogénico das raizes para classificar os
genotipos como mansa ou brava. No entanto, o uso de descritores morfoldgicos ndo permite
uma clara distingdo entre os acessos de mandioca, possivelmente devido a capacidade limitada
de discriminag¢ao (BENESI et al. 2010; KAWUKI et al. 2011; VIEIRA et al., 2013; AFONSO
etal., 2014).

Os marcadores moleculares tém tido cada vez mais destaque como uma ferramenta
essencial para identificacdo e caracterizagdo de gendtipos, contribuindo para o melhoramento
genético de plantas e subsidiando o melhor planejamento em cole¢des de germoplasma (HE et

al., 2014).

Dentre os marcadores, os de polimorfismo de nucleotideo simples (SNP — Single
Nucleotide Polymorphism) destacam-se pelo alto desempenho na geracao de informagdes, € o
sequenciamento de nova geracdo (NGS — Next Generation Sequencing) vem permitindo a
descoberta de milhares a centenas de milhares desses marcadores, acessando diretamente no
DNA gendmico em uma etapa Unica de sequenciamento paralelamente a uma constru¢io de
biblioteca gendmica denominada de genotipagem por sequenciamento (GBS - Genotyping by

Sequencing) que surgiu como uma ferramenta util, relativamente simples e barata para
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contribuir para analises genéticas (ELSHIRE et al., 2011). A técnica de GBS, mesmo com a
baixa cobertura das sequéncias de DNA, tem apresentado sucesso em diversos trabalhos com
mandioca, a exemplo da analise genomica populacional (RABBI et al, 2015;

ALBUQUERQUIE, et al., 2018).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis de diversidade e a estrutura
genética de acessos de mandioca (Manihot esculenta Crantz) conservados no Banco Ativo de

Germoplasma (BAG) da Amazdnia Oriental por meio de marcadores moleculares SNPs.



1.

1.1.

13

OBJETIVOS

Geral

Avaliar os niveis de diversidade e a estrutura genética de acessos de mandioca (Manihot

esculenta Crantz) conservados no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Amazdnia Oriental

por meio de marcadores moleculares SNPs.

1.2.

(i)

(iii)

Especificos

Identificar um subconjunto de SNPs neutrais e independentes para estudo de

gendmica populacional de acessos de mandioca;

Caracterizar a estrutura genética dos acessos de mandioca conservados no banco
de germoplasma, considerando os pressupostos genéticos de uma populagdo

ideal e os tipos de mandioca (brava, mansa e agucarada);

Avaliar o nivel de variabilidade genética dos acessos conservados no BAG de

mandioca da Embrapa Amazonia Oriental.



14

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz, Euphorbiaceae) pertence ao género Manihot,
sendo a unica cultivar das 98 espécies do género. A espécie apresenta parte aérea arbustiva
lenhosa e perene com altura entre 1 a Sm, pode ser cultivada em pequenas areas, com diferentes
caracteristicas climaticas e tipos de solo, usando baixo nivel tecnoldégico (EMBRAPA, 2011).
E classificada como planta tropical e é adaptada a solos de baixa fertilidade, sendo capaz de ser

propagada por estacas ou sementes (LEBOT, 2009).

A espécie apresenta grande variabilidade genética refletindo em uma grande diversidade
de usos, tanto de raizes quanto de parte aérea (CARVALHO e SCHAAL, 2001; FERREIRA ef
al., 2008; MUHLEN et al., 2010) sendo considerada uma das mais importantes fontes caldricas
de alimentagdo nos trdpicos, atrds apenas de cana-de-agucar, milho, arroz, trigo, batata,
beterraba e soja, uma importante fonte de carboidratos para mais de 800 milhdes de pessoas no

mundo, principalmente nos paises tropicais subdesenvolvidos (LEBOT, 2009).

Historicamente, a mandioca vem sendo propagada vegetativamente pela interferéncia
humana, contudo manteve a reproducao sexuada ativa, importante para a variabilidade genética
e possibilitando aos melhoristas selecionar acessos de maior importancia agrondomica (SILVA

etal. 2001).

A espécie € origindria da América do Sul, e o Brasil € considerado o principal centro de
diversidade da espécie, principalmente na Regido Amazonica, apresentando grande importancia
para a agricultura familiar regional, devido ao significativo nimero de familias do meio rural
que vivem da produgdo e do processamento da farinha, e de outros produtos desta cultura
(OLSEN, 2004). Segundo Valle ef al. (2014), a mandioca € cultivada para o consumo proprio e

para abastecer pequenos negocios locais e regionais.

A mandioca ¢ classificada em trés tipos, sendo dois os mais conhecidos, de acordo com
o potencial cianogénico: mandioca brava, também conhecida como mandioca para industria
apresenta teor de HCN superior a 100mg.kg™! na polpa crua de raiz e a mandioca mansa
conhecida também como aipim, macaxeira, mandioca para mesa ¢ mandioca doce, com teor
inferior a 100mg.kg! (VALLE et al., 2004; VIEIRA et al., 2009). Além dessas, a mandioca
acucarada possui alto teor de acgtcar livres nas suas raizes e baixo teor de amido em suas raizes

e corresponde a um terceiro tipo, existente na Amazonia brasileira, sendo utilizada para a



15

producdo de uma bebida conhecida como mandiocabas e com potencial para a produgdo de
etanol (CARVALHO et al., 2004). Independentemente do tipo, todas sdo da espécie M.
esculenta, mandioca, segundo Carvalho e Guerra (2002), ¢ uma espécie diploide, com 2n=36

cromossomos € meiose regular de n=18.

A Embrapa Amazonia Oriental mantem um Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de
mandioca, contendo acessos tradicionalmente cultivadas em fazendas familiares em diferentes
locais do Brasil, dessa forma, promover a preservacao e conservacao deste importante recurso,
algumas instituigdes brasileiras mostrando-se preocupadas com o uso inadequado e ao risco de
reducdo da sua variabilidade genética, podendo ocasionar perda de genes ou erosdo genética

desses recursos (OLIVEIRA et al., 2018)

O BAG de mandioca da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria da Amazdnia
Oriental conserva, em condigdes ex situ, o material genético (germoplasma) que foi coletado
desde 1940, em diferentes locais do Brasil, sendo constituido de 470 acessos, incluindo acessos
de mandioca mansa (SW), brava (B) e acucarado (mandiocabas) (SU) (VIEIRA et al., 2009;
MOURA et al., 2013).

Para o melhor aproveitamento do BAG de mandioca, ¢ de fundamental importincia a
geracdo de informagdes sobre sua variabilidade genética, contribuindo para o melhor
gerenciamento do banco e contribuindo para o conhecimento do material conservado. Portanto,
segundo Oliveira et al. (2014) ¢ essencial conhecer a estrutura genética dos acessos. A
manuten¢do da variabilidade em bancos de germoplasma ¢ de importancia fundamental, pois
ajuda a reduzir a erosdo genética. Uma forma de acessar tais informagdes seria por meio dos

marcadores moleculares.
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Figura 1 - Parte do Banco Ativo de Germoplasma de mandioca (Manihot esculenta Crantz) da Embrapa
Amazonia Oriental, localizado em sua sede em Belém, Para.

Foto: Johnes Sanches, 2019.

3.1. Marcadores moleculares

Marcadores moleculares sdo ferramentas extremamente uteis para avaliar a divergéncia
genética entre e dentro de populagdes de espécies tropicais (JAMNADASS et al., 2009; ARIF
et al., 2010). Tornando-se uma ferramenta extremamente util para a ciéncia, auxiliando na
geracdo de informagdes moleculares, os SNPs se destacam como marcadores moleculares
gerados a partir de variagdes de um unico nucleotideo em um local particular no genoma,
consequéncias das substituicdes, delecdes e inser¢des, formas de variagdo mais comuns em
diferentes genomas, uma importante forma natural de variacdo genética que ocorre na maioria
das vezes em regides nao codificadoras do genoma (CAETANO, 2009). Segundo Ly et al.
(2013), os marcadores moleculares fornecem um numero praticamente ilimitado de

informagdes genéticas.

Os marcadores moleculares podem ser classificados de acordo com o tipo de heranga
alélica em dominantes (RAPD — Random Amplified Polymorfic DNA e AFLP — Amplified

Fragment Length Polymorphisms), na qual possibilitam a identificagdo da presenga ou auséncia
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de um determinado alelo e marcadores codominantes (RFLP — Restriction Fragment Length
Polymorphism, SSR — Simple Sequence Repeat e SNPs — Single Nucleotide Polymorphism),
que permitem diferenciar individuos homozigotos e heterozigotos (CLEMENT, 2001).

Dentre os marcadores codominantes, os SNPs apresentam certas vantagens como o
elevado potencial para andlise automatizada de alto rendimento a custo moderado, o
baixo custo por dados gerados, ampla distribuicdo no genoma e a grande reprodutibilidade
aumenta as possibilidades de utilizacao, aliado ao alto desempenho do sequenciamento de nova
geragao (NGS — Next Generation Sequencing), permite a descoberta de milhares a centenas de
milhares de marcadores, executadas diretamente no DNA gendmico em uma etapa unica de
sequenciamento paralelamente a uma constru¢ao de biblioteca genomica (ARIF et al., 2010 ;

ELSHIRE et al., 2011).

Os marcadores moleculares permitiram a geracdo de diversos estudos, sendo bastante
utilizados no estudo de diversidade genética e estrutura populacional de diversas espécies
(WRIGHT et al., 2015; ZHANG et al., 2016; VISSER et al., 2016), incluindo diversos estudos
de conjuntos de gendtipos de mandioca (COSTA et al., 2003; FERREIRA et al., 2008;
MUHLEN et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014; RABBI et al., 2015; MOURA et al., 2016;
WOLFE et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018; ALBUQUERQUE et al 2018).

3.2.  Genotipagem por sequenciamento

A tecnologia de Genotipagem por Sequenciamento (GBS — Genotyping by Sequencing)
¢ uma metodologia de representacao reduzida do genoma, proveniente da metodologia RAD-
seq — Restriction-site associated DNA sequencing (ELSHIRE et al., 2011; MARRANO et al.,
2017). A GBS ¢ uma técnica simples, altamente multiplexavel, adequada para estudos

populacionais, caracterizacdo de germoplasma, dentre outros (DAVEY et al., 2011).

Apesar da alta taxa de dados perdidos devido a baixa cobertura da tecnologia (KIM et
al.,2016; MARRANO et al., 2017), a técnica gera rapidamente milhares de pontos de dados de
marcadores com custos e espaco de tempo cada vez mais reduzidos, que sao distribuidos por

todo o genoma (ELSHIRE et al., 2011; DAVEY et al. 2011; BEISSINGER et al. 2013)

A metodologia envolve a clivagem do DNA gendémico com enzimas de restri¢ao,
geralmente a ApeKI, que ¢ uma endonuclease de restricao do tipo II, a qual reconhece uma

sequéncia degenerada de 5pb (GCWGC, onde W ¢ A ou T) (HAMBLIN et al, 2014,
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MARRANO et al., 2017), reduzindo a complexidade do genoma de maneira rapida e facil. Em
seguida sdo ligados aos adaptadores com barcode e comuns, sendo que apds a ligagdo dos
adaptadores, as amostras sdo agrupadas em um unico pool e ¢ realizada a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction). Dessa forma, apenas amostras curtas (<1kb)
com a combinagdo barcode e o adaptador comum serdo amplificados em seguida sequenciados
utilizando de plataformas de sequenciamento de nova geracdo (DAVEY et al., 2011;

PETERSON et al., 2014) (Figura 2).

Figura 2 - Passos para a construgdo de bibliotecas de Genotipagem por Sequenciamento (GBS - Genotyping by
Sequencing).
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parcial a metilacdo do DNA, e corta o DNA gendmico em baixa frequéncia, evitando regides

genomicas repetitivas (DAVEY et al.,, 2011; MARRANO et al., 2017).

Abordagens como o GBS permitem a analise de organismos com genomas grandes €
diversos, €, no caso da mandioca, facilita para a descoberta e genotipagem de SNPs, auxiliando
na identificacdo de variedades e no melhor planejamento de manejo da espécie. Dessa forma,
os marcadores SNPs surgem como importantes marcadores genéticos na avaliagdo da
diversidade genética de espécies como a mandioca (RABBI et al., 2015; WOLFE et al., 2017),
a cevada (ELSHIRE ef al. 2011). Os SNPs também podem ser empregados no mapeamento de
associacao de genes candidatos, como para o conteudo de f-caroteno na mandioca (UDOH et

al., 2017).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal

Um conjunto de 397 acessos de mandioca foi utilizado, em que 324 acessos foram
classificados como mandioca brava, 49 como mansa ou macaxeira ¢ 24 como agucaradas ou
mandiocabas. Essa classificagdo foi com base na informacao fornecida pelos produtores no
momento da coleta. Os acessos pertencem ao Banco Ativo de Germoplasma de mandioca da
Embrapa Amazonia Oriental, localizado no municipio de Belém, Para, Brasil (01°27° 217 S e
48°30° 16 W). Os acessos foram coletados em diferentes locais de sete estados, sendo 246 no
Para (61,96%), 18 no Amazonas (4,53%), quatro em Rondonia (1,01%), 33 no Amapa (8,29%),
um no Mato Grosso do Sul (0,25%), um no Paraiba (0,25%), dois no Parana (0,50%) e 92

acessos nao possuem dados de local de coleta (23,12%) (Figura 3, Tabela 1).

Figura 3 - Mapa ilustrativo dos estados e o ponto de coleta (pontos vermelhos) dos acessos de mandioca coletados
para compor o Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazonia Oriental em Belém, PA.
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Tabela 1 - Local de coleta dos acessos de mandioca conservados no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Amazonia Oriental com seus respectivos nimeros de variedades de mandiocas bravas, mansas e agucaradas que
foram genotipados por meio da técnica de Genotipagem por Sequenciamento (GBS). Os acessos sem os dados de
passaporte foram designados como ND.

Estado mandioca
Municipio Brava (B) Mansa (SW)  Acucarada (SU) Total
Amapa
Ferreira Gomes | 2 - 3
Macapa 1 - -
Oiapoque 8 - - 8
Pedra do Amapari 12 3 - 15
Porto Grande 6 - - 6
Total 28 5 - 33
Amazonas
Alto Rio Negro 3 - - 3
Carvoeiro 1 - - 1
Iranduba 1 - - 1
Lago Mamai - | - 1
Manacapuru - 1 - 1
Marara 1 - - 1
Panacarica 1 - - 1
Presidente Figueiredo 1 - - 1
Tabatinga 6 1 - 7
Urucara 1 - - 1
Total 15 3 - 18
Para
Abaetetuba 6 - 2 8
Abel Figueiredo 1 - -

Acard 11 - - 11
Alenquer 2 1 - 3
Altamira 2 - - 2

Baido 2 - - 2

Belém 5 2 - 7
Belterra 4 1 - 5

Bom Jesus do Tocantins 1 - - 1
Braganca 5 1 1 7
Cameta 3 - 3
Capitao Poco 2 - 2
Castanhal 11 1 1 13
Curugé 1 - - 1
Dom Eliseu 4 - - 4
Igarapé Acu 6 1 4 11
Igarapé Miri 2 - - 2
Ipixuna 1 - - 1
Maraba - 1 - 1
Maracana - - 1 1
Marapanim 2 1 2 5
Medicilandia 1 1 2
Melgaco 26 - 1 27
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Moju 15 - - 15
Monte Alegre 1 - -
Nova Timboteua 3 - - 3
Ourém 2 - -
Paragominas 18 2 - 20
Portel 2 - - 2
Rondon do Para 8 6 - 14
Salinopolis - - | 1
Santa Barbara - - 1 1
Santa Luzia 2 - - 2
Santa Maria 1 - - 1
Santana do Araguaia | - 1
Santarém 30 5 1 36
Sao Domingo do Capim 2 - - 2
Séo Francisco do Para - 1 1 2
Sdo Jodo de Pirabas - - 5 5
Soure 1 - - 1
Terra Alta 3 - - 3
Tracuateua 8 - 3 11
Uliandpolis - 2 - 2
Viseu - 1 - 1
Total 192 30 24 246
Mato Grosso do Sul 1 - - 1
Itapora 1 - - 1
Paraiba 1 - - 1
Lagoa Seca 1 - - 1
Parana 2 - - 2
Loanda 2 - - 2
Rondonia 4 - - 4
Calama 4 - - 4
ND 81 1 - 92
Total 324 49 24 397

Fonte: O Autor (2019)

4.2. Extracio de DNA e Genotipagem por Sequenciamento (GBS)

As amostras de tecido foliar foram processadas no Laboratorio de Genética Molecular
da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA. As amostras foram mantidas em
freezer -80°C até o momento da extragdo. O DNA gendmico foi extraido conforme o protocolo
de Doyle e Doyle (1990), com modificacdes descritas por Moura et al. (2013). O tecido foliar,
depois de lavado com hipoclorito 10% e 4gua destilada, foi macerado em cadinho de porcelana
previamente resfriado, adicionando nitrogénio liquido para romper as paredes celulares e para

liberar constituintes celulares. Foram adicionados 3mL do tampao de extragdo (CTAB 2%,
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NaCl 5M, EDTA 0,5M, PVP, Tris-HCI 1M e 4gua estéril) foram adicionados a maceracdo. Em
seguida, o macerado e o tampao de extragdo foram homogeneizados em vortex e os tubos foram
incubados em banho-maria a 65°C por 1 hora, sendo agitados de 10 em 10 minutos. Em seguida,
foi adicionada solucao de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1; v/v) e invertido levemente por
100 vezes para a separagdo das fases. Posteriormente, foram homogeneizados e centrifugados

a 10.000rpm durante 10 minutos.

Ap0s retirar o sobrenadante, foi adicionado SmL de élcool 95% gelado e retornado a
centrifuga por mais dez minutos a 10.000 rpm. Finalizando este passo, foi realizada a lavagem
do precipitado com alcool 70% e centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm. O DNA obtido foi
armazenado em tampao TE (10mM Tris-HCI pH 8,0; 1mM EDTA), acrescido de RNAse
10ng.uL!. As amostras foram aplicadas em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio,
utilizando-se trés DNAs lambda (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) nas concentracdes de 50, 100
e 200ng.uL". Os perfis dos géis foram visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta e
em seguida, fotodocumentados para avaliacdo da concentragao e a integridade da molécula de

DNA.

A genotipagem por sequenciamento foi preparada utilizando a enzima de restri¢dao
ApeKI, gerando os marcadores moleculares do tipo SNP de acordo com metodologia descrita
por Elshire ef al. (2011). A enzima de restricdo ApeKI foi selecionada porque apresenta uma
sensibilidade parcial a metilagdo do DNA e corta o DNA gendmico a baixa frequéncia, evitando
assim as regides gendmicas repetitivas e € extremamente util na promogao da ligagdo eficiente

do adaptador com o DNA (Peterson et al.,2014).

4.3. Analise de dados de sequenciamento

As sequéncias dos acessos foram identificadas a partir dos adaptadores barcode, com
pelo menos trés nucleotideos de diferenca, para identificar cada individuo e alinhar com a
sequéncia do genoma de referéncia da mandioca v6.1, disponivel no banco de dados Phytozome
v12.0 (http://www.phytozome.net/cassava.php) (GLAUBITZ et al, 2014). Com isso, foi
aplicado o chamado Discovery Pipeline para obtengdo dos SNPs, usando o pipeline TASSEL-
GBS v5.2.44 (BRADBURY et al. 2007), seguindo os algoritmos de bioinformatica descritos
por Elshire et al. (2011) e Glaubitz et al. (2014). O TASSEL GBSSeqToTagDBPlugin foi
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utilizado com tamanho de 64 nucleotideos e com pontuacdo minima de qualidade de 20

(mxTagL = 64, mntagl. = 20, mnQS = 20, mxTagNum = 100000000).

As tags GBS foram exportadas do banco de dados no formato FASTQ através do
TASSEL TagExportToFastqPlugin e foram alinhadas com a sequéncia do genoma de referéncia
da  mandioca v6.1, disponivel no banco de dados Phytozome v12.0
(http://www.phytozome.net/cassava.php). Os alinhamentos foram importados no formato SAM
(alinhamento de sequéncia/mapa) usando o TASSEL SAMToGBSdbPlugin através dos
parametros (aProp = 0,0 ¢ aLen = 0). Em seguida, os SNPs foram chamados a partir dos
alinhamentos importados, usando a fungdo TASSEL DiscoverySNPCallerPluginV2, onde foi
considerado a cobertura de loco minima entre taxa de 0,1 e frequéncia de alelo menor (MAF)
minima de 0,001 e maximo de 64 tags permitidas para alinhar por site de corte (mnLCov = 0,1
e mnMAF = 0,001). Para a andlise de qualidade e profundidade, foi usado o TASSEL
SNPQualityProfilerPlugin.

O TASSEL ProductionSNPCallerPluginV?2 foi utilizado para exportar dados SNP no
formato HAPMAP com o comprimento dos kmer maximo de 64 tags (kmerLength = 64).
Posteriormente, foi realizada a retirada das inser¢des e delecdes e retencdo de locos com um
maximo de 20% de dados perdidos, em seguida os dados foram filtrados considerando menor
frequéncia alélica do alelo alternativo (MAF - Minor Allele Frequency) igual ou superior a 0,05,
e por fim, houve a retirada dos scaffolds. Dessa forma, foram eliminados marcadores com MAF
muito baixa, pois de acordo com Glaubitz ef al. (2014), esses marcadores podem representar

erros de sequenciamento.

As informacdes sobre os marcadores SNPs filtrados e as variantes gendOmicas
encontradas foram entdo codificadas e salvas em formato VCF - Variant Calling Format, € em
seguida foram exportados para o ambiente do software R (3.6.0) (R Foundation for Statistical
Computing). Foi utilizado o pacote r2vcftools (https://github.com/nspope/r2vcftools) —
VCFtools para realizar a filtragem para manter apenas sites bialélicos com no maximo 20%
de dados ausentes (max.alleles = 2 e min.alleles = 2) (DANECEK et al., 2011) —,
posteriormente, foi usado filtragem dos loci em desequilibrio de liga¢do (LD, 12 <0,3) e

fortes desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE, p <0,0001).

Em seguida, foram removidos os locos potenciais sob sele¢ao, detectados através de

escaneamento do genoma com teste de Fsr outliers, aplicado apos ajustes taxa de falso
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positivo (FRANCIS et al, 2016). Posteriormente, a partir dos bancos de dados neutrais e
independentes, foi realizada uma sele¢do dos acessos coletados no estado do Para, em virtude
de ser considerado centro de diversidade. Dessa forma, foram gerados dois bancos de dados,
um considerando todos os acessos e outro analisando acessos coletados no estado do Para. Em
seguida, foram comparados com a classificagdo de acordo com o tipo de mandioca (brava (B),

mansa (SW) e acucarada (SU)).

4.4. Analise da estrutura genética

A genética populacional foi avaliada por meio de duas metodologias complementares:
a funcdo snmf, do pacote LEA (v2.0) (FRICHOT et al., 2014; FRICHOT; FRANCOIS, 2015),
que segue os pressupostos de uma populagdo ideal e o DAPC, do pacote adegenet (v2.0.1)
(JOMBART & DEVILLARD 2011), que ndo segue os pressupostos genéticos. O numero de
populacdes ancestrais (k) testadas variou entre 1 ¢ 10, com 10 repeti¢des para cada valor k, e o
melhor k foi estabelecido com base nos erros de entropia cruzada e validagdo cruzada
(FRICHOT et al., 2014). Para gerar o DAPC, os dados foram submetidos inicialmente a
analise de componentes principais (PCA - Principal Components Analysis) (JOLLIFFE, 1986)
a partir da funcdo g/Pca, que permite a identificacdo de agrupamentos genéticos, e,
posteriormente, o numero de grupos genéticos foi avaliado usando a funcdo find.clusters
para identificar o valor 6timo de k a partir do Critério de Informacao Bayesiana (BIC -
Bayesian Information Criterion). O valor K com o menor BIC foi selecionado como o nimero

ideal de clusters.

4.5. Analise da varidncia molecular (AMOVA) e indices de diversidade genética

A anélise da variancia molecular (AMOVA) entre os grupos estabelecidos pelo pacote
LEA (v2.0) e pelo tipo de mandioca foi calculada usando 1.000 permutacdes, pelo modelo
proposto por Excoffier ef al. (1992), através da funcao poppr.amova do pacote poppr v. 2.7.1
(KAMVAR et al., 2015). As estatisticas de diferenciagdo genética foram geradas usando o
pacote Hierfstat (GOUDET, 2005). O grau de diferenciacdo genética (Fs7) foi estabelecido por
meio dos pacotes StAMPP (PEMBLETON et al. 2013) e Hierfstat (GOUDET, 2005), utilizando

1.000 bootstraps, a fim de buscar maior confiabilidade no resultado.
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As estimativas de diversidade genética para cada loco neutral e independente foram
realizadas conforme YANG et al., 2010: heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade
esperada (Hg), coeficientes de endogamia (F), média de diversidade de nucleotideos por

local (). Todas estas analises foram calculadas usando o pacote r2vcftools.
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S. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Identificacdo de SNPs e Processamento dos dados

Neste trabalho foram sequenciados e genotipados, usando a técnica de GBS, 397 acessos
de mandioca, na qual foram mapeados 670.835 SNPs com base no genoma de referéncia de
mandioca  versdo 6.1, disponivel no banco de dados Phytozome v12.0
(http://www.phytozome.net/cassava.php), distribuidos em 18 cromossomos e dois scaffolds que

nao foram ancorados em cromossomos (GOODSTEIN et al. 2012; PROCHNIK et al. 2012).

Apbs a filtragem com base em desequilibrio de ligacao (LD, r2 <0,3), fortes desvios
do Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE, p <0,0001) e remog¢ao dos locos potenciais sob
selecdo, detectados através de escaneamento do genoma com teste de Fsr outliers (Figura
suplementar 1), foram selecionados 3.300 SNPs, representando 0,49% do niimero original, os
quais estao distribuidos nos 18 cromossomos, com média de 183,33 SNPs por cromossomo. A
maioria dos SNPs foi mapeado fisicamente no cromossomo 7 (7,33%, 242 SNPs), com a maior
densidade de marcadores (1 a cada 111,94kb), e o menor valor de densidade foi observado no
cromossomo 3 (1 a cada 200,27kb) (Figura 4 e Tabela 2).

A distribuigdo dos SNPs identificados no genoma de mandioca foi relativamente
uniforme, considerando uma densidade média de marcadores de 1 SNP a cada 158,90kb.
Albuquerque et al., (2018) relataram uma maior densidade em relagdo ao presente trabalho
(26,85 SNPs/kb), mas porque utilizaram niimero maior de SNPs, por terem realizado filtragens

menos rigidas.

A proporgéo entre transigdes e transversoes foi de 1,58. Os SNPs do tipo transi¢ao
(61,24%, 2.021 SNPs) foram mais frequentes do que as transversodes (38,76%, 1.279 SNPs)
(Tabela 3). As transi¢oes A/G (33,33%, 1.100 SNPs) ocorreram em maior frequéncia, enquanto
as transversdes G/C (6,39%, 211 SNPs) ocorreram com menor frequéncia. Albuquerque et al.
(2018) também encontraram porcentagem proxima a do presente trabalho (transigdes = 55,73%

e transversoes 44,27%), confirmando que as mutagdes do tipo transi¢do sdo mais frequentes.
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Tabela 2 - Distribuicdo gendmica dos 3.300 marcadores SNPs neutrais e independentes encontrados nos acessos
conservados no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazonia Oriental, na qual foram mapeados
fisicamente nos 18 cromossomos do genoma de mandioca (Manihot esculenta Crantz), gerados a partir tecnologia
de Genotipagem por Sequenciamento.

Cromossomos Tamanho do Namero de SNPs  Porcentagem de  Densidade média (kb)
Cromossomo (Mb) SNP
1 34,58 191 5,79 181,05
2 32,55 227 6,88 143,39
3 29,44 147 4,45 200,27
4 28,78 189 5,73 152,28
5 28,45 179 5,42 158,94
6 27,96 190 5,76 147,16
7 27,09 242 7,33 111,94
8 34,03 231 7,00 147,32
9 29,44 161 4,88 182,86
10 26,36 194 5,88 135,88
11 27,40 197 5,97 139,09
12 28,47 180 5,45 158,17
13 28,14 147 4,45 191,43
14 24,87 175 5,30 142,11
15 26,21 179 5,42 146,42
16 28,99 154 4,67 188,25
17 27,42 172 521 159,42
18 25,26 145 4,39 174,21
Média 183,33 158,90

Fonte: O Autor (2019).
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Figura 4 - Distribuicdes e a densidade de 3.300 marcadores SNPs neutrais e independentes encontrados nos acessos
conservados no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazdnia Oriental, na qual foram mapeados
fisicamente nos 18 cromossomos do genoma de mandioca (Manihot esculenta Crantz), gerados a partir tecnologia
de Genotipagem por Sequenciamento.

. Numero de SNPs
& — Densidade média (kb)

NWASRPANZAAS

N° de marcadores SNPs
150
L

= I T T I I T T T T T T T T T

T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Cromossomos

Fonte: O Autor (2019).

Tabela 3 - Porcentagem de transicdo e transversdo dos 3.300 marcadores SNPs neutrais e independentes
encontrados nos acessos conservados no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazonia Oriental, na qual
foram mapeados fisicamente nos 18 cromossomos do genoma de mandioca (Manihot esculenta Crantz), gerados
a partir tecnologia de Genotipagem por Sequenciamento.

Transicao Transversdo
AIG CIT AIT AIC GIT GIC
Numero de SNPS 1100 921 393 370 305 211
Frequéncia 33,33%  27,91% 11,91% 11,21% 9,24% 6,39%
Total (percentagem) 2021 (61,24%) 1279 (38,76%)

Fonte: O Autor (2019).
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5.2.  Anailise da estrutura genética

A andlise da estrutura genética ¢ extremamente importante para entender a diversidade
genética e facilita os estudos subsequentes da mandioca (ALBUQUERQUE et al. 2018;
ALVES-PEREIRA et al. 2018). Neste trabalho, duas abordagens (fun¢do snmf do programa
LEA e find.cluster do pacote adegenet para gerar a DAPC) foram utilizadas para andlise de
estruturacdo genética e indicaram a presenca de trés grupos genéticos (K=3) em ambas
abordagens. O snmf estabeleceu o K com base nos erros de entropia cruzada e validagdo
cruzada. A DAPC estabeleceu o numero de K por meio do Critério de Informagao Bayesiana

(BIC), onde o melhor K ¢ aquele que apresenta o menor valor de BIC (Figura 5).

As duas abordagens de clusterizacio genética (LEA e DAPC) apresentaram resultados
consistentes quanto a deteccdo de uma estrutura genética entre os acessos de mandioca
utilizando marcadores SNPs, onde identificaram que os 397 poderiam ser agrupados em trés
grupos, ¢ os resultados do LEA coincidiam com os resultados do DAPC. Alves-Pereira et al.
(2018), ao analisarem mandioca silvestres, bravas e mansas, a partir de 14 microssatélites

nucleares, também encontraram trés grupos genéticos, a partir do BIC.

Por meio do LEA, os 397 acessos foram agrupados em: grupo 1 (23 acessos), grupo 2
(107 acessos) e grupo 3 (267 acessos). Quando se utilizaram somente os 246 acessos coletados
no estado do Para, o LEA distribui os acessos em grupo 1 (21 acessos), grupo 2 (53 acessos) €
grupo 3 (172 acessos). Fazendo um paralelo com a classificagdo de acordo com os tipos, as
acucaradas ficaram no grupo 1 e os grupos 2 e 3, em ambas as analises, apresentaram mistura
de bravas e mansas (Figura 6). Esse comportamento ¢ evidenciado também na Analise
Discriminativa do Componente Principal (DAPC) (Figura 7). Dessa forma, & possivel
observar o isolamento de um conjunto de acessos dos grupos 1, que correspondem aos acessos
de mandioca agucarada, na qual apresentam distingdes em relagdo as mansas e bravas, como o
acimulo de agucar em suas raizes e um baixo nivel de amido, apresentando fungdes diferentes

na industria, com a producao de etanol (CARVALHO et al., 2004; SOUZA et al., 2013).

A DAPC apresentou o mesmo padrdo estabelecido pelo LEA, dessa forma, mesmo
utilizando diferentes abordagens, o niimero de grupos genéticos ¢ similar e com grande
correspondéncia dos acessos em cada grupo, e, desse modo, os grupos estabelecidos pelo LEA

foram utilizados para as analises posteriores (Figura 8).
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Na analise de componentes principais, considerando os 397 acessos, 0s dois primeiros
componentes principais explicaram 7,51% da variagdo genética total, valor proximo foi
obtido para os dois primeiros componentes principais quando se usou somente os acessos do
estado do Para (8,83%). Avaliando todos os acessos, o primeiro e o segundo componente
principal apresentaram valores baixos (CP1 = 4,47% e CP2 = 3,03%) (Figura 9). Com os
acessos coletados no estado do Paré, obteve-se CP1 = 4,46% e CP2 = 4,37% (Figura 10).
Albuquerque et al. (2018), também encontraram valores baixos nos dois primeiros

componentes principais (CP1 = 6,4% e CP2 =2,9%).

Segundo Oliveira et al. (2014), a anélise de DAPC apresenta vantagens em comparagao
com outras abordagens classicas, como as abordagens bayesianas, que sdo implementadas nos
softwares structure (PRITCHARD et al., 2000), admixture (ALEXANDER et al., 2009) e o
pacote LEA (FRICHOT et al., 2014; FRICHOT; FRANCOIS, 2015) por varias razdes, dentre
elas o fato de os caracteres burlarem os pressupostos genéticos. Todavia, para andlise de
genética de populagdes, de acordo com Allendorf et al. (2010), devemos considerar os
pressupostos genéticos, sendo representados pela variabilidade genética neutral. Por
conseguinte, este trabalho ¢ o primeiro a relatar o uso de SNPs neutrais e independentes para

uso de germoplasma de mandioca.

Neste trabalho foram encontrados trés agrupamentos genéticos considerados as duas
abordagens (LEA e DAPC). Oliveira et al. (2014), encontraram um valor de k superior (K =
30) ao encontrado neste trabalho ao avaliarem 1.280 acessos do Banco de Germoplasma de
mandioca da Embrapa Mandioca e Fruticultura, que possui acessos coletados principalmente
na regido Nordeste do Brasil e com base em 402 marcadores SNPs. Albuquerque et al. (2018),
também encontraram k superior a este trabalho (K = 22) a partir do BIC estudando 1.580
acessos de mandioca com 20.610SNPs, entretanto nesses dois trabalhos, os autores nao
utilizaram SNPS neutrais e independentes, o que pode explicar o nimero alto de agrupamentos

genéticos.

Dessa forma, a presenca de estruturacao genética estabelecida pelos marcadores neutrais
e independentes entre os acessos de mandioca atende as expectativas, devido apresentar
correspondéncia com os tipos estabelecidos pelo conhecimento tradicional, pois certas
caracteristicas especificas intencionalmente selecionadas pelos agricultores também podem
levar a estruturacao genética da espécie. Portanto, a diferenciagdo genética foi mais evidenciada

para o grupo de mandioca acucarada (Figura 6), enquanto houve uma mistura entre mandiocas
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mansas e bravas nos grupos gerados pela metodologia LEA, o que ¢ justificado devido ao
intercdmbio genético correspondendo troca de germoplasma entre os agricultores,

principalmente utilizando esses dois tipos que sdo mais comercializaveis.

Figura 5 - Graficos mostrando o nimero ideal de agrupamentos genéticos (k) considerando os 3.300 marcadores
SNPs neutrais independentes analisando acessos de mandioca conservados no Banco Ativo de Germoplasma da
Embrapa Amazonia Oriental gerados a partir da tecnologia de Genotipagem por Sequenciamento. A) considerando
todos os 397 acessos. B) 247 acessos coletados no estado do Para. A escolha k ideal baseia-se em erros de entropia
cruzada da média = sd (LEA, I e II) e Critério de Informagdo Bayesiana (BIC) (DAPC, III e IV).
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Figura 6 - Agrupamentos genéticos dos acessos de mandioca do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Amazonia Oriental (BAG) de acordo com a fungdo snmf do pacote LEA, analisados com 3.300 marcadores SNPs
neutrais independentes gerados pela tecnologia de Genotipagem por sequenciamento (GBS). A) considerando
todos 0s 397 acessos. B) 247 acessos coletados no estado do Para. (SU) Agucarada, (SW) mansa e (B) mandioca.
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Figura 7 - Agrupamentos genéticos a partir dos 3.300 marcadores SNPs neutrais independentes mapeados nos
acessos de mandioca (Manihot esculenta Crantz) conservados no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da
Embrapa Amazonia Oriental de acordo com a Analise Discriminante dos Componentes Principais (DAPC). A)
considerando todos os 397 acessos. B) 247 acessos coletados no estado do Para.
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Figura 8 - Comparag@o da distribui¢io estabelecidos pelo pacote LEA e DAPC do pacote adegenet dos acessos de
mandioca (Manihot esculenta Crantz) conservados no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazonia
Oriental, considerando 3.300 SNPs neutrais ¢ independentes gerados a partir da técnica de Genotipagem por

sequenciamento (GBS). A) considerando todos os 397 acessos. B) 247 acessos coletados no estado do Para
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Figura 9 - Dispersao de 397 acessos de mandioca (Manihot esculenta Crantz) conservados no Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Amazonia Oriental, considerando 3.300 SNPs neutrais e independentes gerados a partir
da técnica de Genotipagem por sequenciamento (GBS) com base na Analise de Componentes Principais - PCA.
CP1: componente principal 1, CP2: componente principal 2.
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Fonte: O Autor (2019)

Figura 10 - Dispersdo de 246 acessos de mandioca (Manihot esculenta Crantz) coletados no estado do Para
conservados no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazonia Oriental, considerando 3.300 SNPs neutrais
e independentes gerados a partir da técnica de Genotipagem por sequenciamento (GBS) com base na Analise de
Componentes Principais - PCA. CP1: componente principal 1, CP2: componente principal 2.
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5.3. Anailise da variancia molecular (AMOVA) e indices de diversidade genética

Considerando todos os acessos do BAG de mandioca, foi aplicada submetidos a Analise
de Variancia Molecular (AMOVA) para verificar o grau de diferenciagdo genética entre os
grupos, ¢ a diferenciacao genética (Fsr) foi de 0,13 entre os grupos genéticos gerados pelo
pacote LEA e foi de 0,12 para os grupos determinados pelos tipos de mandioca (Tabela 4A).
Quando se considerou somente os acessos coletados no estado do Para, os valores foram
similares tanto para a analise considerando os grupos genéticos gerados pelo pacote LEA (Fsr
= 0,15; P<0,001), quanto para os grupos considerando os tipos de mandioca (Fsr = 0,14;
P<0,001) (Tabela 4B). Segundo Wright (1978), os valores de Fsr variando de 0 a 0,05 indicam
valores baixos, 0,05-0,15 moderados, 0,15-0,25 e altos acima de 0,25. Dessa forma, a AMOVA

revelou que a diferenciag@o genética entre os grupos foi moderada.

Em relagdo a variacdo genética, a maior parte da variacdo se concentrou dentro dos
grupos (variando de 84,17% a 87,24%) (Tabela 4). Albuquerque et al. (2018) fizeram a AMOVA
entres os tipos estabelecidos pelo DAPC e obtiveram 85,15% de variagdo genética dentro dos
grupos, valores semelhantes aos encontrados neste trabalho. Alves-Pereira et al. (2011),
obtiveram 86,8% de variagdo genética dentro de tipos de variedades de mandioca (brava e

mansa), utilizando marcadores microssatélites em mandioca.

Os parametros de diversidade apresentaram medidas similares de heterozigosidade
observada (Ho) em relagdo a esperada (Hg), com exce¢do do grupo 1 e do grupo de mandioca
acucarada (SU) que apresentaram valores de Ho > Hg (Tabela 5), refletindo diretamente no
coeficiente de endogamia. A diversidade de nucleotideos encontrou valores semelhantes em
todas as andlises (Tabela 5). As medidas de diversidade genética foram iguais, dentro do
intervalo de confianga, para os grupos 2 e 3 dos dois agrupamentos genéticos € nos grupos das
bravas e mansas, sugerindo extensa troca de germoplasma de mandioca no Brasil e ampla
diversidade molecular devido esses dois grupos apresentam maior nimero de acessos do tipo
brava, sendo o principal tipo comercializado para a producdo de farinha, por outro lado, os
grupos 1 (Hg = 0,48) e as agucaradas (SU) (Hg = 0,33) apresentaram maiores valores de
diversidade genética (Figura 5), apresentando uma fonte de exploragdo pelos produtores, que
de acordo com Carvalho ef al. (2004), a agucarada apresenta grande potencial para a producao

de etanol e pode ser utilizada para a producao de bebidas.
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Tabela 4 - Andlise da Variancia Molecular (AMOVA) entre e dentro dos grupos estabelecidos pelo pacote LEA
utilizando os 3.300 marcadores SNPs neutrais e independentes gerados pela técnica de Genotipagem por
Sequenciamento. A) considerando todos os 397 acessos de mandioca. B) 246 acessos coletados no estado do Para.
Df: Graus de liberdade; MS: Média dos Quadrados; %var: % Diferencia¢io Genética; Fsr: Indice de Fixagdo.

A
TODOS OS ACESSOS
] Grupos determinados pelo método LEA Tipos de mandioca
Fonte de variacdo
GL MS %var Fst GL MS Y%var Fsr
Entre populagdes 2 61.16,89 12,76 0,13 2 4.088,21 12,06 0,12
Dentro de 394 4164 87,24 394 426,7 87,93
populacbes
Total 396 445,19 100 396 445,2 100

B
ACESSOS COLETADOS NO PARA
o Grupos determinados pelo método LEA Tipos de mandioca
Fonte de variacdo
Df MS Oovar Fst Df MS %var Fst
Entre populagdes 2 4.704,85 15,83 0,15 2 7.207,21 14,56 0,14
Dentro de 243 406,15 84,17 243 100.896,86 85,44
populacées
Total 245 441,24 100 245 108.104,08 100

Fonte: O Autor (2019)

Os valores de heterozigosidade observada e esperada, no geral, foram semelhantes aos
obtidos em outros trabalhos com acessos de mandioca. Por exemplo, Oliveira et al. (2014)
estudando 1.280 acessos de mandioca do Banco de Germoplasma da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, com base em 402 marcadores SNPs, encontraram excesso de heterozigotos, com

média de 32% de heterozigosidade

Alves-Pereira et al. (2018), encontraram nas mandiocas do tipo brava elevada
heterozigosidade observada e valor negativo para o coeficiente de endogamia (Ho = 0,69, F =
-0,16), porém com déficit de heterozigotos no grupo das mandiocas mansas (Ho = 0,573, F' =
0,065). Albuquerque et al. (2018) encontraram Ho = 0,23 e Hg = 0,29, o que caracteriza excesso
de homozigotos, onde também foi encontrado nos grupos 3 e nos grupos classificados como
mandiocas bravas deste trabalho (Tabela 5), o que corresponde a caracteristicas de uma planta

com reprodug¢do ald6gama e propagacdo assexuada.
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Tabela 5 - Medidas de diversidade genética dos grupos considerando todos os acessos e grupos estabelecido pelos
acessos coletados no Para, gerados pelo LEA. Cada agrupamento foi comparado com os grupos estabelecidos
pelos tipos de mandioca. N: numero de acessos; Ho: heterozigosidade observada; Hg: heterozigosidade esperada;
F: coeficiente de endogamia; n: diversidade de nucleotideos. Todas as estimativas sdo apresentadas ao longo de

intervalos de confianga de 95% (CI). (SU) Acucarada, (SW) mansa ¢ (B) mandioca.

Grupos

gonétioos N Ho(CI) He(CI) F(CI) 7 (CI)
0,48 0,36 0,33
Grupo 1 23 (0,45/0,51)  (0,36/0,36)  (-0,42/-0,24) -
Grupos formados
pelo método de Grupo 2 107 0,24 0,24 -0.01 0,24
TEA (023/0,25)  (0,24/0,24)  (-0,04/0,03)  (0,23/0,24)
0,23 0,25 0,08 0,25
Grupo 3 267 023/024)  (0.25025)  (0,060,10)  (0,25/0,26)
U ” 0,33 0,27 0,22 0,21
031/0,35)  (027/027)  (-0,31/-0,14)  (0,20/0,21)
. . 0,26 0,25 0,04 0,23
Tipos de mandioca  SW 49 025027)  (025025)  (-0.09/0.01)  (0.22/0.24)
B 324 0,23 0,25 0,08 0,25
023/024)  (025/0,25)  (0,06/0,10)  (0,25/0,26)
Gruno | . 0,48 0,36 0,33 )
P (0,44/0,52)  (0,36/0,36)  (-0,43/-0,22)
Grupos formados
pelo método de Grupo 2 53 0,26 0,24 -0,06 0,23
TEA 025/027)  (0,24/024)  (-0,10/-0,02)  (0,23/0,24)
Gruno 3 17 0,23 0,25 0,08 0,25
p 022/024)  (025/0,25)  (0,05/0,11)  (0,25/0,26)
U ” 0,33 0,27 0,22 0,21
0,31/0,35)  (027/0,27)  (-0,31/-0,14)  (0,20/0,21)
. . 0,28 0,26 -0,09 0,23
Tipos de mandioca SW 30 0,27/0,30)  (0,26/026)  (-0,15/-0,04)  (0,22/0,24)
B 102 0,23 0,25 0,08 0,25
023/024)  (025/0,25)  (0,05/0,10)  (0,25/0,26)

Fonte: O Autor (2019)
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7. CONCLUSOES

Os marcadores SNPs neutrais mostraram-se eficazes em agrupar os acessos do Banco

Ativo de Germoplasma de mandioca da Embrapa Amazonia Oriental.

O Banco Ativo de Germoplasma Embrapa Amazonia Oriental apresenta alta diversidade
e estruturacdo genética, em que o grupo das mandiocas agucaradas apresenta maior

diferenciagao.
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Figura suplementar 1 — Distribuicdo das estimativas de Fsr para a deteccdo dos 39 locos outliers (vermelho),

apos as filtragens por desequilibrio de ligacdo e desvio de equilibrio de Hardy-Weinberg.
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