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AVALIACAO DA DIVERSIDADE GENETICA DE ETNOVARIEDADES DE
MANDIOCA (Manihot esculenta CRANTZ) COM MARCADORES DE DNA:
RAPD, AFLP E MICROSSATELITES

Autora; GILDA SANTOS MUHLEN
Orientador: Prof. Dr. AKIHIKO ANDO

RESUMO

A diversidade genética de 55 acessos de mandioca foi avaliada por meio de
marcadores de DNA. Todos os acessos pertencem a colegdo de germoplasma do
Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz"
(Piracicaba — SP — Brasil).

Foram escolhidas 45 etnovariedades da regido Amazoénica (23 do Rio Negro, 6
do Rio Branco e 16 do Rio Solimdes), 9 etnovariedades do Litoral Sul do Estado de Sdo
Paulo ¢ 1 variedade comercial (Mantiqueira). Das 55 variedades, 17 sdo aipins (ou
macaxeiras) ¢ 38 sdo mandiocas bravas.

Foram usados trés tipos de marcadores de DNA: RAPD, AFLP e microssatélites.
Estes marcadores produziram 339 bandas: 156 bandas de RAPD, sendo 87 (55,8%)
polimorficas; 134 bandas de AFLP, sendo 93 (69.4%) polimdrficas e os 11 locos de
microssatélites geraram 49 bandas (alelos), sendo 48 (98,0%) polimdrficas.

Para os microssatélites, o nimero de alelos por loco variou de 2 a 8, com média
de 4,5 alelos. Quanto a porcentagem de locos heterozigotos por individuo, o minimo foi
27% e o maximo 91%, com meédia de 56%. As etnovariedades do Litoral de Sdo Paulo
apresentaram uma meédia de locos heterozigotos maior que as da Amazonia com 75% e
53%, respectivamente. Os indices de diversidade (ID) para cada loco variaram de
1D=0,02 a ID=0,79, com média de ID=0,55.

Considerando o agrupamento das plantas em fun¢do do local de origem, a
variabilidade genética dentro dos grupos foi superior a variabilidade entre os grupos. Os

coeficientes de diferenciagdo genética, calculados para os 11 locos de microssatélites,
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tiveram um valor médio de Ggr =0,07. Considerando o agrupamento em fung&o de tipo
de mandioca (aipim ou mandioca brava), obteve-se o valor médio de Gsy = 0,04.

Foram calculados indices de similaridade (Nei & Li) para os trés tipos de
marcador. Para RAPD, o valor minimo foi de S=0,81, maximo de S=0,99 com meédia de
S=0.89. Para AFLP, o minimo foi de $=0,85, maximo de S=1,00 e média de S=0,75.
Para microssatélites, o minimo foi de S=0.24, maximo de S=1.00 e média de S=0,59. As
correlagOes entre as trés matrizes de similaridade foram iguais e baixas, com r = 0,40.

Dendrogramas construidos a partir dos trés tipos de marcador, nao definem
agrupamentos muito claros e sdo bastante diferentes entre si. Porém, um padriao ¢
comum a todos: a separagdo entre aipins (ou macaxeiras) ¢ as mandiocas bravas. As
correlagdes cofenéticas foram: r=0,81 para RAPD, r=0.69 para AFLP ¢ r=0,73 para
microssatélites.

Analise de coordenadas principais (PCoA), para cada um dos marcadores,
confirmou a divisdo entre mandiocas bravas e aipins (ou macaxeiras). No grupo dos
aipins estdo incluidas todas a etnovariedades do Litoral Sul de Sio Paulo, a variedade
comercial Mantiqueira ¢ mais 7 etnovariedades dos trés locais de coleta na Amazonia.

Este estudo confirmou que os marcadores de DNA sdo uteis na avaliagio da
variabilidade genética de etnovariedades de mandioca e apontou uma possivel divisdo
genética do germoplasma desta espécie em dois grupos: mandiocas bravas e aipins (ou

macaxeiras).
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ASSESSMENT OF GENETIC DIVERSITY OF CASSAVA (Manihot esculenta
CRANTZ) FOLK VARIETIES BY DNA MARKERS: RAPD, AFLP AND
MICROSATELLITES

Author: GILDA SANTOS MUHLEN
Advisor: Prof. Dr. AKIHIKO ANDO

SUMMARY

Genetic diversity of 55 accessions of cassava was assessed by DNA markers. All
accessions belong to the germplasm collection maintained at the Department of
Genetics, College of Agriculture "Luiz de Queiroz" (Piracicaba — Sdo Paulo State —
Brazil).

The accessions studied consisted of 45 folk varieties from the Amazomian region
(23 from Negro River, 6 from Branco River and 16 from Solimoes River), 9 folk
varieties from South Coast of Sdo Paulo State, and 1 modern variety (Mantiqueira).
Among these 55 varieties, 17 were "sweet" ones ("aipins” or "macaxeiras") and 38 were
"bitter" ones.

Three types of DNA markers were used: RAPD, AFLP and microsatellites.
These markers produced 339 scored bands: 156 RAPD bands, 87 (55,8%) polymorphic
ones; 134 AFLP bands, 93 (69,4%) polymorphic ones and the 11 microsatellites
produced 49 bands (alleles), 49 (98,0%) polymorphic ones.

The number of microsatellite alleles per locus varied from 2 to 8, with a mean
value of 4,5 alleles. The rate of heterozygous loci per individual varied from a minimum
of 27% to a maximum of 91%, with a mean value of 56%. The folk varieties from Sio
Paulo State had a mean value of heterozygous loci highér than the Amazonian folk
varieties, 75% and 53%, respectively. The diversity index (DI) of each locus varied from
DI=0,02 to DI=0,79, and the mean value was DA=055.

Considering the four groups of wvarieties (three groups from Amazonian sub-

regions and one group from the South Coast of Sdo Paulo State) the amount of genetic
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variability inside groups was higher then that among groups. The genetic differentiation
coefficients (Gst), estimated to 11 microsatellite loci, had a mean value of Gy =0,07.

Similarity indexes (Ne1 & Li) were calculated for each marker type. For RAPD
data the minimum value was S=0,81, the maximum was S=0,99 and the mean value was
S=0,89. For AFLP data the minimum value was S=0.85, the maximum value was
S=1,00 and the mean value was S=0,75. For microsatellite data the minimum was
S=0,24, the maximum was S=1,00 and the mean value was 0,59. The correlation among
the three similarity matrices were equal and low (r=0.,40).

Dendrograms were built from UPGMA clustering, to each kind of
markers. They did not define clear groups and they are quite different. However, a
pattern was common to all: a division among sweet and bitter cassava. The cophenetic
values were = 0,81 to RAPD, = 0.69 to AFLP and r= 0,73 to microsatellites.

Principal coordinate analysis (PCoA), separately made to each marker type,
confirmed the clustering of sweet and bitter cassava varieties. In the sweet varieties
group, all folk varieties from Sio Paulo State, the modern cultivar Mantiqueira and 7
folk varieties from the three Amazonian collection sites were included.

This study confirmed that DNA markers are useful to the assessment of genetic
variability of cassava folk varieties and pointed a possible division of the germplasm of
this species in two groups: sweet and bitter. Since the geographic division coincided
greatly with this grouping and the sampling in the present work was not sufficient, more

investigation is necessary to confirm this possibility.



1. INTRODUCAO

Uma das linhas de pesquisa do Laboratorio de Genética Ecologica da ESALQ
envolve a dindmica evolutiva das plantas domesticadas e amplamente cultivadas desde o
periodo pré-colombiano, nas terras baixas tropicais do continente americano.

Estas plantas sdo fundamentais em varios sistemas agricolas tradicionais, ainda
vigentes no Brasil ¢ a mandioca ¢, freqiientemente, a espécie predominante. Uma das
caracteristicas desta agricultura tradicional € gerar ¢ manter uma quantidade grande de
variedades das espécies cultivadas. Estas etnovariedades ("landraces”, "folk varieties")
constituem uma reserva de variabilidade genética que tem um papel importante na esta-
bilidade da produgdo agricola.

Na regido amazonica, sobretudo entre os grupos indigenas. as etnovariedades de
mandioca se contam as dezenas. Possivelmente, sua riqueza genética ¢ consideravel. No
entanto, sua representa¢do nas principais colegdes de germoplasma e seu uso em pro-
gramas oficiais de melhoramento s@o quase nulos. Os conhecimentos sobre as caracte-
risticas agrondmicas, de resisténcia a pragas € doengas, adaptagio a diferentes condigGes
ambientais destas variedades sdo restritos as comunidades que as utilizam.

Com o intuito de iniciar um estudo sobre as etnovariedades de mandioca da
Amazonia, foram feitas duas coletas na regido do Rio Negro, Rio Branco, Rio Solimdes
e médio Amazonas, que renderam mais de 100 etnovariedades.

Uma primeira estimativa da variabilidade genética deste material foi feita para 45
destas etnovariedades: Cury (1998) avaliou caracteres morfologicos, agronomicos e bio-
quimicos, Faraldo (no prelo) utilizou isoenzimas e o presente trabalho apresenta os re-
sultados obtidos com marcadores de DNA.

Este ¢ o primeiro trabalho realizado no Laboratério de Ecologia Evolutiva com
marcadores de DNA. Teve, portanto, um carater de projeto piloto e a fungdo de avaliar a
conveniéncia de se acrescentar mais estas ferramentas da genética molecular aos proje-
tos desenvolvidos no Laboratorio.

Seus objetivos foram:
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1 - Quantificar e verificar a distribuigio da variabilidade genética de uma amos-
tra de etnovariedades de mandioca coletada na Amazonia.

2 - Avaliar a eficiéncia de RAPD, AFLP e microssatélites para o estudo da diver-
sidade genética de etnovariedades de mandioca.

3 - Fornecer subsidios para a comparagao entre diferentes abordagens no estudo
da diversidade genética de etnovariedades de mandioca, quais sejam: avaliagdo de ca-
racteres morfologicos, agrondmicos e bioquimicos; avaliacdo de variabilidade isoenzi-

matica e avaliagdo de polimorfismos de DNA.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Mandioca

A mandioca pertence ao género Manihot, Euphorbiaceae. que ¢ nativo do conti-
nente americano € tem ampla distribuicdo geografica, desde 33° de latitude norte até 35°
de latitude sul. As espécies que compdem este género sdo perenes e t€ém habitos de cres-
cimento que variam desde arbustos acaulescentes até arvores com 10 a 12 metros de
altura (Rogers & Appan, 1973; Allem, 1989a; Allem, 1989b; Allem, 1994; Allem,
1999).

Em trabalhos recentes, tem sido adotada a nomenclatura AManihot esculenta ssp.
esculenta para designar a mandioca (Roa, 1996; Olsen & Schaal, 1999). Outras duas
subespécies de Manihot esculenta Crantz seriam as formas selvagens Manihot esculenta
ssp. flabellifolia (Pohl) Ciferr1 € Manihot esculenta ssp. peruviana (Muell. Arg.) Allem.

Esta nomenclatura reflete o atual estagio de entendimento sobre a proximidade
genética que existe entre a mandioca e outras espécies do género Manihot. Informagoes
detalhadas sobre morfologia ¢ distribuigdo de populagdes naturais, além de alguns tra-
balhos com marcadores moleculares, apoiam a concepgdo de que no conjunto génico
primario da mandioca estaria M. esculenta, com suas trés subespécies (Allem, 1987,
Allem, 1994; Roa, 1996; Fregene et al., 1997. Roa et al., 1997, Colombo, 1997).

Ha menos evidéncias para definir a composi¢do do conjunto génico secundario,
mas Allem (1994) aponta as espécies M. glaziovii, M. dichotoma, M. pringlei, M. aescu-
tifolia, M. pilosa, (Allem, 1994). M. pruinosa também ¢ considerada uma espécie pro-
xima de M. esculenta (Olsen & Schaal, 1999).

Do ponto de vista citogenético, todas as espécies do género Manihot, até agora
analisadas, possuem 18 cromossomos (2n = 36), formandq 18 bivalentes na primeira
metafase meiodtica (Graner, 1935; Perry, 1943; Cruz, 1968; Nassar 1978; Silva Jardim,
1984).

A quantidade de DNA, medida em picogramas, do genoma da mandioca e outras
espécies de Manihot estd na Tabela 1 (fonte: C. Martinez, Rice Program - CIAT, citada
por Hershey, 1994). Awoleye et al. (1994) encontraram um valor médio de 2C = 1,67



Tabela 1 - Determinacéo do contetdo de DNA de espécies de Manihot,
por citometria de fluxo

Espécie/Acesso Origem Quantidade de DNA (pg)
Média Desvio Padrie
M. esculenta
MBra 383 Brasil 1.636 0.043
MBra 534(*) Brasil 1.715 0.057
MCol 22 Coldémbia 1,571 0.030
MCol 638 Colombia 1,493 0,048
MCol 1522 Colémbia 1,494 0.027
MCol 1505 Colombia 1.541 0.014
MPan 51 Panama 1.524 0.040
MPar 101 Paraguai 1.532 0.066
MPer 436 Peru 1.547 0.009
MDom 2 Rep.Dominicana 1,568 0,013
MEcu 41 Equador 1.570 0.008
Mind 27 Indonésia 1,541 0,011
MMal 2 Malasia 1,477 0.014
MMex 17 México 1,514 0.011
MMex 59 Meéxico 1,574 0,035
MNga 5 Nigéria 1,432 0,026
MVen 77 Venezuela 1.502 0.010
Média 1,543
M. esculifolia México 1,337 0.015
M. chiorosticta México 1,466 0.070
M. rubricaulus México 1.211 0.018
Média 1,338
M. anomala Brasil 1.551 0.006
M. caerulescens Brasil 1,544 0,035
M. epruinosa Brasil 1,734 0,122
M. glaziovii Brasil 1,687 0,008
M. hastatiloba Brasil 1.399 0,003
M. longipetiolata Brasil 1.396 0,008
M. pilosa Brasil 1,738 0,005
M. pseudoglaziovii Brasil 1,431 0,049
M. tristis Brasil 1,571 0,002
Média 1,562
M. carthaginensis Colombia 1,764 0,042
M. guaranitica Paraguai 1,756 0,006

(*) Variedade tradicional, com evidéncia bioquimica e morfoldgica de introgressio

com espécie selvagem.




picogramas de DNA para a mandioca, o que seria equivalente a 772 mega pares de ba-
ses. E considerado um genoma pequeno, se comparado ao de outras angiospermas.

M. esculenta ¢ tida como alotetraploide. Sao consideradas indicagdes disso: o
numero alto de cromossomos (para outros géneros de Euphorbiaceae o valor médio € n =
11), a morfologia cromossdmica (com a existéncia de 6 tipos cromossomicos em dupli-
cata) e a presenga de 3 cromossomos nucleolares (em lugar de 1 ou dois, como freqtien-
temente se vé€ em dipldides). O numero cromossomico basico sugerido para o género € n
=9 (4 n=36) (Magoon et al., 1969).

Dados de mapeamento genético ¢ de segregacdo de alelos, no entanto, nao con-
firmaram definitivamente a hipdtese de origem alopoliploide.

Fregene et al. (1997) publicaram um mapa genético do genoma da mandioca. Fo-
ram assinalados no mapa 132 marcas de RFLP, 30 de RAPD, 3 microssatélites e 3 locos
1soenzimaticos. Foram identificados 20 grupos de ligacdo, compreendendo 931,6 cM,
cerca de 60% do genoma. Apesar de existir um desvio significativo do niimero de locos
ligados em repulsdo em relagdo ao esperado para um diploide, ndo foi possivel concluir
sobre a existéncia ou ndo de cromossomos homeodlogos. Encontraram apenas 5% de lo-
cos duplicados ¢ todos distribuidos aleatoriamente no genoma.

Lefevre & Charrier (1993) analisaram dezessete locos usando dez sistemas 150-
enzimaticos, numa avaliagdo do polimorfismo de M. esculenta, M. glaziovii e hibridos
espontaneos entre as duas espécies. A analise de segregagio para todos os locos indicou
heranga dissomica.

Chavarriaga-Aguirre et al. (1998) isolaram quatorze microssatélites. Cinco foram
associados a pelo menos trés grupos de ligagdo diferentes. Em onze locos havia apenas
um ou dois alelos por genoma, como se espera para um genoma diploide ou completa-
mente diploidizado. Apenas um microssatélite apresentou dois locos e mesmo assim,

altamente ligados.

2.1.1. Diversidade da mandioca: niimero de variedades
"A invencao e desenvolvimento da agricultura criaram uma tremenda diversidade

entre as espécies escolhidas para domesticagdo” (Brush et al., 1981, p. 70).



Essa diversidade se expressa, entre outras coisas, no grande nimero de varieda-
des que estas espécies apresentam. Isso ¢ valido para plantas diferentes tanto em origem,
dispersio ecogeografica, sistema reprodutivo ou tipo de uso. Contam-se em centenas ou
milhares as variedades de arroz, centeio, cevada. trigo. sorgo, milho, feijdo, batata,
inhame, goiaba, uva, para citar algumas (Cleveland et al., 1994; Struss & Plieske, 1998;
Cattan-Toupace et al., 1998; Brush et al,, 1981; Hamon & Toure, 1990).

Harlan (1965; 1969; 1982) aponta alguns elementos como possiveis causadores
deste acimulo de variabilidade nas plantas cultivadas: as condigdes artificiais de manejo
que permitem preservar variedades que desapareceriam no ambiente natural, as migra-
¢Oes humanas que promovem o encontro das variedades cultivadas com novas popula-
¢Oes de seus parentes selvagens, possibilitando trocas génicas, em ciclos de diferencia-
¢do-hibridacao.

Boster (1984, 1985) sugere que a existéncia de grande nimero de variedades de
mandioca se deve a um processo de selecdo que envolve além da selegdo natural e cultu-
ral, um tipo se selegdo que ele chamou de "selection for perceptual distinctiveness" (se-
lecdo para caracteristicas que facilitam a distingdo entre variedades). Argumenta que
para uma cultivar ser mantida como tal, precisa antes de tudo ser distinguida de outras.
So6 entdo sua utilidade determinara sua manutengdo ou descarte. Normalmente, as ca-
racteristicas selecionadas assim, ndo tém uma relag¢do direta com o uso mas com a facili-
dade de identificagdo, como por exemplo, cor do peciolo, formato das folhas, cor do
caule, etc. E justamente estas caracteristicas sdo descritores usados em analises morfolo-
gicas da variabilidade.

Hershey (1994) estimou em 7000 o numero de variedades de mandioca.

Rogers & Fleming (1973) coletaram plantas de 228 populagdes da Jamaica,
Costa Rica, Nicaragua, Bolivia, Peru e do Brasil (Amazonas, Pard, Pernambuco, Minas
Gerais e Sdo Paulo). Identificaram 230 cultivares e propuseram um classificagdo em
duas grandes divisdes: com raiz rugosa € com raiz lisa, englobando dezenove grupos.
Basearam sua classifica¢do em trés descritores da raiz, quatro descritores do caule ¢ oito

descritores das folhas.



Boster (1984) encontrou entre os indios Aguaruna Jivaro, que vivem na
AmazOnia peruana, 700 diferentes nomes de variedades de mandioca. Muitos foram
identificados como sindénimos.

Salick et al. (1997) encontraram 204 variedades em 16 comunidades dos indios
Amuesha (ou Yanesha, dos Arawak) que vivem nos vales Oxapampa e Palcazy, no Peru.
Uma avaliagido morfoloégica agrupou estas variedades em 39 fenotipos bem definidos. O
numero médio de varniedades cultivada por familia foi de 5,9. No entanto o "shaman"
Amuesha mantinha 53 variedades, representando 19 diferentes fenotipos.

Kerr & Clement (1980) calcularam uma média de 22 variedades de mandioca por
tribo, entre sete tribos de indios da Amazonia. Listaram nomes e algumas caracteristicas

de 40 variedades encontradas entre os Desana e de 13 variedades dos Tikuna.

2.1.2. Diversidade da mandioca: variabilidade genética

A avalia¢do da diversidade usando marcadores moleculares tem confirmado a
grande variabilidade genética da mandioca mas algumas comparagdes com espécies sel-
vagens indicam que estas podem conter tanta ou mais variabilidade que a cultivada.

Harlan (1969) ja observava que uma das caracteristicas da evolugdo das plantas
cultivadas € que a distancia morfologica, das cultivares e seus ancestrais, ¢ muito mator
que as distancias genéticas e citologicas, o que se poderia inferir da fertilidade dos hibri-
dos e pareamento de seus cromossomos.

Wanyera et al. (1994) usando polimorfismos de 13 locos isoenzimaticos, analisa-
ram a variabilidade genética de 20 plantas de AL glaciovii, 20 clones e mandioca € 49
clones da chamada mandioca-de-arvore (do inglés = "tree cassava"), todos coletados na
Nigéria. Encontraram maior diversidade entre as mandiocas-de-arvore, seguidas de M.
glaziovii e menos variabilidade entre os clones de mandioca. A distribuic@o de alelos e
indicadores morfologicos, indicaram que a mandioca de arvore seria um hibrido natural
entre as duas espeécies.

Olsen & Schaal (1999) analisando a seqiiéncia de nucleotideos do loco (G3pdh)
em 157 plantas coletadas em 27 populagdes de M. esculenta ssp. flabellifolia, 35 plantas

de 6 populagdes de M. pruinosa e 20 acessos de mandioca, encontraram 28 haplétipos.



Destes, 6 na mandioca, 23 em M. esculenta ssp. flabellifolia e 7 em M. pruinosa. Apesar
do desequilibrio numérico da amostragem, observou-se que M. pruinosa tinha um niime-
ro equivalente de hapldtipos em relacio a mandioca e M. esculenta ssp. flabellifolia
tinha cerca de trés vezes mais haplotipos. A distribuigdo dos haplotipos entre as popula-
¢oes de M. esculenta ssp. flabellifolia ndo foi igual, havendo maior diversidade entre as
populacdes localizadas em MT, RO e AC do que em TO e GO

Roa (1996; Roa et al., 1997) avaliou diversidade de Manihot usando 304 bandas
de AFLP. Encontrou maior diversidade para 27 acessos do grupo M. esculenta ssp. fla-
bellifolia e M. esculenta ssp. peruviana, a seguir para 235 acessos de M. carthaginensis
em terceiro lugar vieram 38 acessos de mandioca.

Roa et al. (no prelo), para 10 locos de microssatélites, encontraram indices de
heterozigosidade esperada de H.= 0.43 para 38 acessos de mandioca, H. = 0,31 para 26
acessos de AL cart/zaginensis, H.= 0.54 para 16 acessos de M. esculenta ssp. flabellifolia
e H.= 0,32 para M. esculenta ssp. peruviana. Os indices de heterozigosidade observada
(H,) foram H,= 0,63, H,= 0,12, H,= 0,44 e H, =0,31 respectivamente.

Lefévre & Charrier (1993) encontraram indices médios de heterozigozidade (Nei,
1978) para 17 locos polimérficos de isoenzimas de: H = 0,225 em 365 acessos de man-
dioca e H=0,252 em 109 acessos de A glaziovii. Os acessos eram, em sua grande mai-
oria, oriundos da Africa.

Alguns outros estudos ajudam a quantificar a variabilidade genética da mandioca.

Colombo (1997; Colombo & Valle 1998), usando bandas polimérficas de RAPD,
encontrou um valor médio de similaridade (Jaccard) de S = 0,63 para 10 acessos de AM.
esculenta ssp. flabellifolia e S = 0,57 para 6 acessos de M. esculenta ssp. peruviana.
Para o conjunto de 16 plantas o valor médio fo1 S = 0,61, variandode S =0,38 a S =
0,81. Para 20 acessos de mandioca da cole¢ao mundial o valor médio foi S = 0,66, vari-
ando de S = 0,51 a S = 0,84. Para 13 variedades tradicionais da localidade de Santa Isa-
bel, na Amazonia, o valor médio foi de S = 0,70, com minimo de S = 0,55 e maximo de
S = 0,82. Para as mesmas plantas, usando bandas polimérficas de AFLP, encontrou mé-

dia de S = 0,64 para o grupo flabellifolia/peruviana, minima de S = 0,33 ¢ maxima de S



= (,84. Para a colecdo mundial: média de S = 0,72, minima de S = 0,56 ¢ maxima de S =
0,88. Para Santa Isabel: média de S =0,71, minima de S = 0,52 e maxima de S = 0,79.

Carvalho et al. {(1999) relataram a avaliag@o da diversidade genética de 94 aces-
sos de mandioca usando trés marcadores morfoldgicos e 96 bandas polimdrficas de
RAPD. Estimaram a diversidade pelo valor n (indice de diversidade de nucleotideos).
Os indices variaram de m = 0,326 % a n = 2,779 %. Os agrupamentos feitos por UPG-
MA e baseados nos quocientes de similaridade de Jaccard foram diferentes para os dois
tipos de marcador, com uma correlacdo entre agrupamentos de r = 0,007.

Carvalho et al. (1998), usando RAPD, compararam a diversidade de 59 acessos
de mandioca de uma colecdo mundial com variedades brasileiras de sete diferentes ha-
hitats agroecologicos. Encontraram maior diversidade gené€tica entre as variedades bra-
sileiras que da colecdo mundial. Quanto a diversidade as plantas oriundas de Caatinga
(CA) e Tropico Umido (TU) apresentaram maiores indices, a seguir as de Cerrado (CR)
e por fim as de Sub-Trépico (ST). Litoral (LI) e Semi-Arido (SA). A menor divergéncia,
das variedades brasileiras com plantas de outras regides, foi com Cuba ¢ a maior com a
Malésia.

Carvalho et al. (1998) usaram RAPD e PCR com iniciadores formados por mi-
crossatélites para examinar a distribuigio da diversidade entre acessos de mandioca dos
sete habitats agroecologicos definidos no paragrafo anterior. O nivel de polimorfismo
variou conforme o tipo de marcador, sendo maior para RAPD. As variedades foram
melhor agrupadas, em funcdo da origem agroecoldgica, a partir dos microssatélites. A
média de diversidade de nucleotideos foi 0,3 % maior para RAPD.

Elias et al. (1998) estudaram diversidade de mandioca em uma aldeia Macuxi, na
Guiana Inglesa. Foram identificadas pelos agricultores 76 diferentes variedades. Um
ensaio comparativo, usando os mesmos marcadores, revelou que as variedades Macuxi
ndo estdo bem representadas na cole¢do mundial mantida no CIAT.

Além da mandioca contar com grande numero de variedades, existe, também,
diversidade genética dentro das variedades. Apesar do plantio da mandioca ser feito por
estacas, gerando clones, uma variedade por ser composta por dois ou mais grupos de

clones diferentes.
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Peroni (1998), estudando taxonomia "folk" de produtores, em rogas de agricultu-
ra tradicional, em areas de Mata Atlantica do Estado de Sdo Paulo, usou 10 sistemas
isoenzimaticos para detectar diversidade genética intravarietal em mandioca. Concluiu
que os agricultores diferenciam coerentemente as variedades de mandioca atraves da
morfologia. Entretanto, ndo distinguem gendtipos diferentes "dentro" das etnovarieda-
des, quando as plantas apresentam grande semelhanga morfologica. Portanto, uma varie-
dade poderia ser considerada como uma "familia" de genotipos.

Mkumbira et al. (1998) usaram oito microssatélites para avaliar distdncias gené-
ticas entre 10 variedades de mandioca do Malawi. Analisaram 25 plantas de cada varie-
dade, coletadas em pelo menos 10 diferentes areas de cultivo. Concluiram que algumas
variedades eram heterogéneas, geneticamente, ¢ que isso se deveria a dificuldade de
distinguir morfologicamente as plantas de diferentes gendétipos.

Elias et al. (1998), para avaliar preliminarmente a existéncia de varia¢do intrava-
rietal em mandioca, usaram uma amostra de 30 variedades dos indios Macuxi, 5 plantas

de cada. E funcdo de polimorfismos do tipo AFLP, 74 diferentes genotipos foram en-

contrados.

2.1.3. Geracao, manutencao e perda de variabilidade genética da mandioca

Para a maioria das plantas cultivadas, a grande diversidade genética que chegou
até os tempos modernos esta associada a modos de cultivo tradicionais.

Variabilidade de mandioca especialmente grande ¢ encontrada, ainda, entre po-
vos indigenas no continente americano, com destaque para a Bacia Amazdnica. A pre-
servagdo desta variabilidade esta relacionada ao tipo de cultura agricola prevalecente
entre estes povos (Kerr & Clement, 1980; Salick et al., 1987; Boster, 1985).

No Brasil, o tipo de agricultura praticado na maior parte destas tribos €, com di-
ferentes graus de alteragdo, entre caigaras € outros grupos de agricultores familiares tra-
dicionais, ¢ a agricultura de coivara, também chamada de plantio no toco, agricultura de
corte € queima ou itinerante.

Os procedimentos basicos na agricultura de coivara s3o: derrubada de uma pe-

quena area de vegetag@o natural (mata, cerrado, capoeira). Queima controlada. Plantio
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de varias espécies com numerosas variedades entre os restos da derrubada e queimada.
Eliminagdo moderada de plantas invasoras. Colheita por um periodo extenso. Replantio
por um a trés anos. Abandono da area para um periodo de recomposigdo expontdnea da
vegetacdo natural. Possivel retorno 2 mesma area apos 5 a 25 anos de pousio (Posey,
1984).

Uma caracteristica associada a agricultura de coivara em regides tropicais ¢ que
em varias das espécies cultivadas nestas rogas, a parte da planta aproveitada para con-
sumo humano sio as raizes ou tubérculos. E o caso da mandioca, do card, inhame, bata-
ta-doce e da taioba. Estas plantas sdo propagadas vegetativamente, criando-se popula-
¢oes clonais. mas ndo perderam sua capacidade de reprodugéo sexual, gerando esporadi-
camente individuos recombinantes (Peroni, 1998; Martins, 1994a).

Um modelo foi proposto por Cury (1993) e Paulo Sodero Martins (comunicagao
pessoal) relacionando todos os elementos envolvidos na dinamica evolutiva da mandio-
ca dentro deste tipo de sistema agricola, que leva a geragdo e manutengdo da considera-
vel variabilidade genética encontrada nesta espécie. A Figura 1 mostra uma representa-
¢do grafica deste modelo e a Tabela 2 relaciona diferentes aspectos do manejo agricola
tradicional com eventos associados a dindmica evolutiva da mandioca.

Desequilibrios no sistema agricola tradicional podem levar a uma redugéo na va-
riabilidade das culturas (Cleveland et al., 1994 Brush, 1991).

Sambatti (1998) descreveu o processo de redugdo da variabilidade de mandioca
em rogas de agricultores tradictonais residentes na drea que se converteu em Parque Es-
tadual da Serra do Mar. A legislagdo ambiental impede os agricultores de abrirem novas
areas para plantio. Com isso, um elemento chave da agricultura de coivara: o pousio,
passou a ser impraticavel. Nas rogas ja abertas, houve uma rapida perda de fertilidade do
solo e a maioria das variedades tradicionais de mandioca plantadas na regido mostraram-
se improdutivas nestas condi¢des. Foram substituidas por uma tnica variedade que se

mostrou mais resistente as condig¢des de baixissima fertilidade dos solos.
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2.1.4. Mandioca brava, aipim e macaxeira

A mandioca brava, ou simplesmente mandioca, ¢ claramente diferenciada pelos
agricultores tradicionais, sobretudo os indios, do aipim ou macaxeira. A mandioca brava,
necessariamente, passa por varias etapas de processamento antes de ser consumida € 0s
aipins e macaxeiras ou mandiocas de mesa, podem ser simplesmente cozidos ou assados.

Varios levantamentos ddo conta desta divisdo entre mandioca brava, aipim ¢ ma-

caxeira. Para citar alguns:
Gabriel Soares de Souza, no seu "Tratado descritivo do Brasil em 1587" (citado por
Cury, 1993) listou seis variedades de mandioca e oito variedades de aipim encontradas
entre os indios. Kerr & Clement (1980) relacionaram 39 cultivares de mandioca e 1 ma-
caxeira encontradas entre os indios Desana da Amazonia e 6 variedades de mandioca e 7
macaxeiras entre os Tikana. Dufour & Wilson (1996) encontraram cerca de 100 varie-
dades de mandioca entre os indios Tukéno na Amazdnia colombiana sendo a maior
parte bravas (chamadas "kii") e apenas umas poucas macaxeiras (chamadas "makasera"),
possivelmente introduzidas por seringueiros oriundos do Brasil.

Os critérios para essa diferenciagdo nao estdo bem estabelecidos mas, de modo
geral, haveria altos teores de glucosideos cianogénicos, ¢ consequente toxidez, na polpa
das raizes de mandiocas bravas, enquanto as macaxeiras € aipins teriam baixos teores
destes glucosideos. Variedades com teores de HCN menores que 50 mg por kg de raiz
descascada (peso fresco) seriam inocuas, com teores entre 50 ¢ 100 mg/kg mediana-
mente toxicas ¢ acima de 100 mg/kg altamente toxicas (McKey & Beckerman, 1993;
Dufour, 1988).

Alguns autores correlacionam a presenca de glucosideos clanogénicos ao sabor
amargo € fazem uma divisdo entre mandiocas amargas ou doces, ou em inglés: "bitter" e
"sweet" ou "cool” (Renvoize, 1972; Mkumbira et al., 1989a, 1998b; Rosling, 1996; Nye,
1990; Dufour & Wilson, 1996; Emperaire et al., 1998; McKey & Beckerman, 1993; Pe-
reira & Pinto, 1962; Pereira et al., 1965).
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Renvoize (1972), em sua revisdo sobre origem da mandioca, apresentou um
mapa (redesenhado a partir de Nordenski6ld") em que se observam diferentes distribui-
¢oes geograficas de mandiocas "amargas € doces” (Figura 2). Em algumas regides pre-
dominam as macaxeiras, em outras as mandiocas bravas ¢ em outras os dois tipos coe-
Xistiriam.

McKey & Beckerman (1993) sugeriram que o uso preferencial de um tipo ou
outro, como alimento basico, estaria associado a um conjunto de aspectos culturais das
sociedades indigenas nas terras baixas do continente sul americano.

Esta divisdo se refletiu também na classificagdo botanica da mandioca, antes que

a denominagdo A/ esculenta tivesse aceitacdo geral. Foram propostas: Aanihot utilissi-
ma Pohl para mandiocas bravas e A dulcis, M. aipi ou M. palmata para as mandiocas
mansas (Rogers, 1965).
Rogers & Fleming (1973), porém, ndo usaram esta caracteristica em sua classificagdo
das variedades de mandioca porque testes de conteido de HCN mostraram que existe
um continuum de concentragdes nao sendo possivel definir uma linha divisoria entre
mandiocas bravas e mansas para este carater. Portanto, esta caracteristica ndo teria valor
taxondmico.

Normanha (1956, p. 14) ja dizia que:

"Nio sabemos de caracteristicas botanicas ligadas a presenga de maior ou menor
quantidade de HCN em plantas de mandioca, em outras palavras, ndo podemos identifi-
car uma variedade de mandioca, como sendo brava ou ndo, pela verificagdo das caracte-
risticas morfoldgicas das plantas".

Também relata que a variagdo do teor de HCN ndo depende apenas da variedade
mas também da idade das plantas (quanto mais novas maiores os teores) e de condigdes
ambientais como solo, clima e altitude. ‘

Mkumbira et al. (1998a), analisando variedades "bitter" ¢ "cool" de mandioca de

Malawi, também notaram diferengas nos teores de glucosideos cianogénicos em fungdo
de:

* Noedenskiold, E. The ethnography of South America seen from Mojos in Bolivia. Cemparative
Ethmological Studies, 3. Gothenburg, 1924.
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Figura 2 - Distribuic¢io histérica de variedades bravas e mansas de mandioca

* Segundo Renvoize ( 1972) redesenhado a partir de Nordenskiold (ver texto).
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posicdo topografica das areas de plantio, presenca de formigueiros e diferentes teores de
fosforo no solo.

Correia (1947) analisou o conteudo de HCN de 20 variedades de mandioca in-
cluindo as mais comuns do Estado de Sdo Paulo e algumas do Estado da Bahia. Encon-
trou teores sempre mais altos na entrecasca do que na polpa das raizes. As mandiocas
bravas tinham maior contetido de HCN do que as mansas. A fervura em agua pelo tem-
po usualmente usado no cozimento da mandioca foi suficiente para eliminar quase a
totalidade do HCN da polpa. Sugeriu que talvez existisse outro principio ativo nas rai-
zes, responsavel por casos de envenenamento. Citou Zehntner , que teria isolado uma
substdncia das raizes frescas a qual, em doses minimas, causaria perturbagdes gerais no
sistema nervoso dos animais. Além da toxidez, varias das mandiocas bravas apresenta-
vam sabor amargo. mesmo cozidas, € possivelmente alto teor de fibras.

Pereira & Pinto (1962; Pereira et al., 1965) desenvolveram uma metodologia para
a diferenciacdo das mandiocas amargosas € toxicas das doces. mansas, proprias para
consumo de mesa. Segundo estes autores, os teores mais elevados de HCN estio nitida-
mente associados ao paladar mais amargo dessas raizes. Os testes de paladar foram fei-
tos com a polpa das raizes cruas por provadores especialmente treinados.

Sinha & Nair (1968) avaliaram 33 variedades de mandioca da india quanto a sa-
bor ¢ teor de HCN nas raizes. Apesar da tendéncia geral de mandiocas amargas terem
teores de HCN mais altos que as ndo amarga e as doces, encontraram varias excegoes.
Concluiram que o teor de HCN pode estar relacionado ao sabor amargo mas nio seria o
unico fator e que, possivelmente, a presenga de maior teor de agucares, responsaveis
pelo sabor adocicado, poderia encobrir o sabor amargo associado ao HCN. Nao descar-
taram a hipotese de que outra substancia poderia contribuir para o sabor amargo.

Neste mesmo estudo, mostraram que os teores de HCN variam com a idade da
planta: no periodo entre sete meses € 13 meses de idade, que € a época normal de co-
lheita das variedades estudadas, houve um aumento entre o sétimo € 0 nono meses e

depois um acentuado decréscimo até os 13 meses.

* Zehntner, L. In: Estudo sobre algumas variedades de mandiocas brasileiras. Sociedade Nacional de
Agricultura. Rio de Janeiro, 1919.
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Cury (1998) ni3o encontrou uma correlagdo clara entre potencial cianogénico (e
teores de acido cianidrico livre em folhas, entrecasca e polpa das raizes) e a classificacio
em mandioca brava e macaxeira ou aipim. Foram analisadas 56 plantas da regido
amazonica e do litoral sul do Estado de Sdo Paulo. Algumas das macaxeiras ¢ aipins
estavam entre as plantas com mator potencial cianogénico.

Mkumbira et al. (1998b) analisaram glicosideos cianogénicos totais de 105 va-
riedades de mandioca de Malawi ¢ também encontraram teores altos ¢ baixos tanto para
variedades "amargas" como "doces" ("cool").

Quanto a origem dos dois tipos de mandioca a partir de ancestrais selvagens,
McKey & Beckerman (1993) resumem as possibilidades em quatro: 1) a ordem seria de
uma espécie selvagem ndo amarga, para cultivares ndo amargas ¢ depois para cultivares
amargas; 2) ou de uma espécie selvagem amarga, para cultivares amargas e depois para
cultivares ndo amargas; 3) uma espécie selvagem amarga dando origem as cultivares
amargas e uma espécie selvagem nfo amarga dando origem as cultivares nio amargas;
4) ancestrais desconhecidos e possivelmente com toxicidade intermedidria, dando ori-
gem aos dois tipos de cultivares. Discutem a questio em termos das pressdes seletivas
naturais € artificiais que teriam atuado neste processo e consideram as evidéncias atual-
mente disponiveis insuficientes para qualquer defini¢do.

Estudo recentes mostraram que conjuntos de caracteres morfologicos ou de mar-
cadores de DNA podem distinguir mandiocas bravas de mandiocas mansas.

Colombo et al. (1998), usando RAPD, marcadores morfologicos e analise de
componentes principais (PCoA), encontraram uma separagio clara entre 7 macaxeiras e
dois outros grupos de mandiocas bravas, todas originarias do Brasil.

Mkumbira et al. (1998a), usando microssatélites ¢ PCoA, mostraram uma boa

separagdo entre genotipos de mandiocas amargas ¢ "cool".

2.2. Marcadores de DNA

A historia da genética estad ligada ao uso de marcadores desde seu nascimento,

com o trabalho de Gregor Mendel, apresentado em 1865. Em seu famoso estudo com
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. grvilhas, Mendel usou marcas morfologicas para investigar 0 modo de transmiss@o dos
caracteres para os descendentes (Mendel, 1948). »

Os descritores morfologicos também foram a principal ferramenta usada no gi-
'gaﬁtesco esforgo realizado por naturalistas para identificacdo, descricdo e classificagio
dos seres vivos. |

A relag@o entre essa grande diversidade bioldgica e a diversidade genética, pro-
priamente, passou a ser melhor explorada com o desenvolvimento de técnicas bioquimi-
cas ¢ de genética molecular.

Desde a identificagdo dos cromossomos e depois do DNA (Avery et al., 1944),
como sendo os portadores e transmissores primarios da informacdo genética, a crescente
compreensdo dos mecanismos bioquimicos e ambientais que atuam na expressdo desta
informacdo genética evidenciaram duas tendéncias opostas: a diversidade, no nivel mo-
lecular, pode ser ainda maior que a diversidade morfologica, entre individuos de uma
mesma especie.

Por outro lado, existe uma impressionante conservagio de processos biologicos
no nivel celular e mesmo conservagdo de seqii€ncias de nucleotideos em alguns genes,
entre espécies morfologicamente tdo contrastantes e tdo distantes do ponto de vista evo-
lutivo como leveduras, plantas superiores € mamiferos.

Viarios aspectos surpreendentes da organizagdo dos genomas de organismos su-
periores estdo sendo desvendados. Um deles, conhecido como o paradoxo do valor C, ¢
que a propor¢do do DNA diretamente envolvido na codificagdo de proteinas € pequena
em relacio ao total de DNA que compde os genomas.

Em angiospermas, estimando o nimero de genes em 15.000, que estariam conti-
dos em cerca de 18 milhdes de pares de bases (Mb) (Flavell, 1980; Goldberg et al.,
1978; Kiper et al., 1979), a propor¢do de DNA n#o codificador estaria entre 91 % em
Arabidopsis thaliana (C =n = 0,2 pg de DNA) e mais de 99% em Viscum album L. (C
=n = 90,8 pg de DNA) (Bennett & Leitch, 1995).

A maior parte deste DNA nfo codificador ¢ formada por seqii€ncias repetitivas
de varias naturezas (Flavell, 1980), entre elas, microssatélites (Litt & Luty, 1989).

Grande parte das mutagdes ocorridas neste DNA ndo codificador é seletivamente neutra,
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o que determina um padrdo de evolucdo diferente, e freqiilentemente mais rapida, da
evolucdo fenotipica.

Gragas ao desenvolvimento recente de aigumas técnicas de genética molecular,
variagdes nas diferentes seqiiéncias de nucleotideos do DNA podem ser detectadas e
usadas como marcadores em estudos de filogenia e genética de populagdes, possibilitan-

do maior precisdo do que os marcadores morfologicos.

2.2.1. RAPD
Descricio da técnica de RAPD

A técnica denominada RAPD, para detecgdo de polimorfismo no DNA, foi inici-
almente descrita por dois grupos de pesquisadores (Williams et al., 1990 ¢ Welsh &
McClelland, 1990) recebendo denominagdes diferentes: RAPD (do inglés "Random
Amplified Polymorphic DNA" = DNA polimorfico amplificado aleatoriamente) ¢ AP-
PCR (do inglés "Arbitrarily Primed Polymarase Chain Reaction" = reagio em cadeia de
polimerase iniciada arbitrariamente).

As duas versdes sdo diferentes nos detalhes técnicos mas iguais no seu funda-
mento. Baseiam-se em amplificagdo de fragmentos de DNA por PCR, seguida de sepa-
racdo dos fragmentos amplificados, segundo seu tamanho, por meio de eletroforese em
meio semisolido (normalmente gel de agarose) e sua visualizagdo (normalmente por
coloracdo com brometo de etideo e exposigdo a luz ultravioleta).

Neste tipo de PCR, sdo amplificados fragmentos de DNA ndo identificados «
priori. Para 1sso sao usados como iniciadores ("primers"), oligonucleotideos (freqiiente-
mente decdmeros) de composigdo arbitraria, que podem ter homologia total ou parcial
com uma ou mais regides no genoma. O seu pareamento com o DNA molde direciona a

acdo da DNA polimerase para o trecho contiguo a regido de homologia.

Reprodutibilidade dos resultados de RAPD
Um dos problemas no uso desta técnica sdo as alteracdes dos resultados em fun-
¢do das condigdes do PCR. Foram descritos varios fatores que afetam o padrdo de ban-

das: concentragdo de MgCl,, de DNA molde e de nucleotideos na solugio; temperatura
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de anelamento; tipo de polimerase; tipo de termociclador; composi¢do e comprimento
dos iniciadores.

Williams et al. (1993) realizaram um estudo detalhado de todos estes fatores.
Demonstraram que ha maior ou menor interferéncia de cada fator nos padrdes de bandas
obtidos e que € necessario observar certos limites de variagdo para cada fator de modo a
conseguir reprodutibilidade nos resultados.

Mizukami et al. (1998) obtiveram diferentes padrdes de bandas de RAPD usando
5 diferentes protocolos para extracdo de DNA da alga Porpyra vezoensis. Quando o
DNA foi purificado em gradiente de CsCl, obtiveram alta reprodutibilidade. Sugerem
que a presenca de impurezas na solugdo de DNA molde pode afetar os resultados de
RAPD.

Heun et al. (1994) testaram a reprodutibilidade de RAPD realizando duplicacdes
da amplificagio para 6 a 24 acessos de Avena sterilis, com § diferentes iniciadores. Em
média, 97% das definigdes de presenca e auséncia de bandas se repetiram na duplicata.

Colombo et al. (1998), testando o efeito de diferentes concentragcdes de DNA de
mandioca, mostraram que para concentragdes entre 1 ¢ 128 ng de DNA molde os pa-
drdes de bandas de RAPD foram iguais. No entanto, foram detectadas alteragdes devidas

ao uso de diferentes termocicladores.

Tipos de polimorfismo detectados e natureza do DNA amplificado por RAPD

Dois tipos de polimorfismo podem ser detectados por esse método: alteragoes su-
ficientemente grandes na regido de homologia do iniciador para que n2o haja mais pare-
amento ou o pareamento seja muito dificultado. Neste caso nio havera amplificagéo
desta regido, ou a amplificagdo serd insuficiente para uma boa visualizagdo da banda
resultante (Williams et al., 1990).

O outro tipo de polimorfismo detectado ¢ a altera¢do do comprimento da regido
amplificada, por duplicacdo, inser¢do ou eliminagio de nucleotideos, resultando no apa-
recimento de bandas com diferente comportamento eletroforético (Quiros et al., 1995).

Mutagdes de ponto dentro da regido amplificada, que ndo impliquem em mudan-

¢a de tamanho dos fragmentos produzidos pela polimerase, ndo podem ser detectadas.



Também ndo ¢ possivel distinguir fragmentos oriundos da amplificagdo de diferentes
regides, se tiverem o0 mesmo comprimento.

Como, via de regra. sdo amplificadas simultaneamente mais de uma regido do
genoma, ndo se faz distingdo entre: bandas provenientes de um mesmo loco com dife-
rentes alelos e bandas provenientes de diferentes locos. Isso leva ao uso do RAPD como
marcador dominante. (Williams et al., 1990; Williams et al., 1993; Chalmers et al,,
1992)

Em rela¢do a homologia entre fragmentos de mesmo comportamento eletroforé-
tico existem alguns trabalhos com resultados distintos:

Svitashev et al. (1998), numa analise do género E/vnus da tribo Triticeae (Poa-
cea), selecionaram de trés a quatro bandas de RAPD especificas de cada um dos 5 ge-
nomas que compdem o género. Um teste de hibridagdo dos fragmentos presentes nestas
bandas, demonstrarou que nenhum deles era realmente especifico do genoma mas sim
constataram que ocorria hibridacfo cruzada com DNA de outras espécies. Citando Wang
& Zhang (1996), os autores sugerem que a aparente especificidade das marcas em rela-
¢30 aos genomas se devia a alteragdes nas seqiiéncias de pareamento com os iniciadores
e ndo as seqiiéncias internas dos fragmentos amplificados.

Williams et al. (1993) encontraram, num teste de hibridacio, 10% de bandas que
co-migravam no gel mas n2o apresentavam homologia de seqii€ncia, entre varias espéci-
es de Glycine.

Thormann et al. (1994) sugeriram que diferengas entre 2 dendrogramas, com 18
acessos de Brassica, feitos com base em polimorfismos de RFLP e RAPD, poderiam
dever-se a falsa homologia entre fragmentos nos géis de RAPD. Testaram, por hibrida-
¢do, a homologia de 15 bandas ¢ constaram que trés delas (20%) n3o hibridaram com
bandas de mesma posicéo relativa no gel e que esta falta de homologia s¢ foi encontrada
entre espécies diferentes ¢ ndo entre acessos de uma mesma espécie. Também mostra-
ram, reduzindo a estringéncia das condigdes de hibridaco, que havia homologia apenas
parcial entre bandas de peso molecular equivalente.

Adams & Rieseberg (1998) mostraram que falsas homologias, de até 20% das

bandas de RAPD, aumentaram os valores absolutos das estimativas de similaridade mas



ndo alteraram a similaridade relativa do conjunto, determinada por métodos de ordena-
¢do do tipo PCO. A analise foi feita com dados de RAPD testados independentemente:
para trés espécies do género Heliantus e para seis espécies do género Brassica.

Quanto ao tipo de DNA amplificado por RAPD:

Williams et al. (1993) mostraram, por teste de hibridacdo com 6 variedades de
soja, que fragmentos amplificados por RAPD podem ser oriundos de seqiiéncias de co-
pia unica, medianamente repetitivas ou altamente repetitivas.

Williams et al. (1990), Echt et al. (1992) e Devos & Gale (1992) encontraram
fragmentos amplificados por RAPD de regides repetitivas, enquanto que Marillia &
Scoles, (1996) obtiveram amplificacdo de DNA de copia tnica.

Svitashev et al. (1998), avaliando a intensidade de hibridagdo de fragmentos am-
plificados por RAPD, com DNA total clivado por enzimas de restricdo, concluiram que
as bandas de RAPD podem derivar de seqiiéncias Gnicas ou com poucas copias no ge-
noma.

Cifarelli et al. (1995) mostraram que bandas de RAPD podem conter microssaté-
lites, em Beta vulgaris 1., Helianthus annuus L. e Olea europaea L.

Richardson et al. (1995), num estudo de espécies do género Dioscorea, mostra-
ram que além de algumas bandas de RAPD, visualizadas normalmente pela coloragéo
com brometo de etideo, também bandas muito fracas, detectaveis somente por hibrida-
¢ao e visualizac@o por autoradiografia, continham microssatélites.

Quiros et al. (1995) seqiienciaram duas bandas de RAPD (com 1154 ¢ 1116 pb)
que tinham um padrdo de segregacdo codominante em Brassica nigra. A diferenca de
tamanho devia-se principalmente a uma dele¢do interna de 41 pb. Além disso encontra-
ram algumas dele¢des menores de um a trés pares de bases, incluindo parte de um mi-
crossatélite de trinucleotideos CTT. Além destas delegdes, observaram varias substitui-

¢des sendo 16 transi¢des e 9 transversoes.

Distribuicao das marcas geradas por RAPD nos genomas
O mapeamento de marcas geradas por RAPD, em varias espécies de plantas, tem

apontado uma ampla dispersdo dentro dos genomas, sem indicagdo de agrupamento de
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marcas em regides especificas (Al-Janabi et al., 1993; Kurtovskii et al., 1998; Agrama et
al., 1997; Barreneche et al. 1998; Cho et al., 1998; Dirlewanger, 1998; Laucou, 1998;
Sharon et al., 1997; Spada et al., 1998).

Fregene et al. (1997) publicaram um mapa genético de Manihot esculenta Crantz
com 132 marcas de RFLP, 30 de RAPD, 3 microssatélites € 3 1soenzimas. As marcas de
RAPD ficaram distribuidas em 15 dos 20 grupos de ligacao definidos pelo conjunto das

marcas. Ndo se observou nenhum direcionamento especifico das 30 marcas.

2.2.2. AFLP
Descricao da técnica de AFLP

A técnica denominada AFLP, para detectar polimorfismos de DNA, foi 1nici-
almente descrita por Van Eck et al. (1995) e Vos et al. (1995). Assim como na técnica de
RAPD, trata-se de amplificagdo, por PCR, de fragmentos aleatorios do genoma (Figura
3).
Para aumentar a quantidade de fragmentos amplificados em uma tnica reago, realiza-se
uma clivagem do DNA com duas enzimas de restrigdo. Enzimas que reconhecem muitos
sitios no genoma vdo gerar maior numero de fragmentos que serdo depois amplificados.
Enzimas que reconhecem sitios raros vdo gerar menor numero de fragmentos para am-
plificagéo.
Todos os fragmentos produzidos pela clivagem tém extremidades iguais e conhecidas. A
estas extremidades se acrescenta um pequeno fragmento de DNA de fita dupla, com
cerca de 15 pares de bases, chamado adaptador. A ligacdo dos adaptadores aos frag-
mentos ¢ feita por uma enzima, normalmente a ligase T4. A fungo dos adaptadores ¢
propiciar o pareamento dos iniciadores com os fragmentos de DNA que servirdo de
molde, na reagdo de PCR. As seqiiéncias de nucleotideos dos adaptadores sdo comple-
mentares as dos iniciadores.

Depois de feita a clivagem e a ligacdo dos adaptadores, os fragmentos de DNA
sdo amplificados por PCR. Os iniciadores usados nesta reacdo podem estar marcados

para permitir a visualizagdo dos fragmentos amplificados. Os processos mais utilizados



M M E M M E Clivagem do DNA
fF b4 com EcoRI e Msel
Wl WY
dob do | do Qo
Adaptador EcoR1 v A Adaptador Msel Ligacéo
] AATTCG T TA \
TTAA G ATT

Iniciador EcoRI + 1
AATTCN—#

AATTC TTA | Pré-amplificacido
i ITTAAG AAT | ]
< NAAT[ 3
Iniciador Msel + 1

Iniciador EcoRI + 3

T JAATTONNN ™

TTC TTA [~ Amplificacdo
l:i_-__—-__JJ;:"/;‘AA(J AAT |

Seletiva
<t— NNNAAT (1
Iniciador Msel + 3

— e aw e e

tt
n
1
]
DR

Separacdo dos Fragmentos Amplificados
(Eletroforese)

o
et
et
I
f
t

(TR Y |

it
[ I
a1t

Figura 3 - Esquema explicativo da técnica de AFLP



26

sdo radioatividade e fluorescéncia. Também ¢ possivel usar iniciadores ndo marcados e
fazer uma coloragdo posterior do gel com nitrato de prata.

Normalmente a amplificacdo ¢ feita em duas etapas. Na primeira, chamada de
pré-amplifica¢do ou PCR +1. a reagdo de PCR ¢ feita com iniciadores que, além da se-
quiéncia homologa a dos adaptadores, possuem um nucleotideo a mais, avangando para o
interior do fragmento a ser amplificado.

Numa segunda rodada de amplificagdo, chamada amplificacdo seletiva ou PCR
+2 (ou PCR + 3), os iniciadores usados tém dois ou trés nucleotideos a mais que a se-
quéncia do adaptador. A finalidade destes nucleotideos excedentes ¢ limitar o namero de
fragmentos a amplificar, para que os padroes de bandas produzidos sejam passiveis de
uma boa separacdo ¢ visualizagdo. Somente aqueles que apresentarem homologia, além
da regido adaptadora, tambeém com estes nucleotideos excedentes, serdo amplificados.

Observa-se, entdo, que a diferen¢a fundamental entre as técnicas de RAPD e
AFLP € que: na primeira, a selec@o das regides que serdo amplificadas ¢ feita em fungio
de homologia com os oligonucleotideos usados como iniciadores. Ja na segunda técnica,
a selecdo primadria das regides que serdo amplificadas ¢ feita em fungdo da existéncia de
sitios reconhecidos por enzimas de restrigdo. A freqiiéncia de sitios de restrigdo, com
quatro ou cinco pares de bases ¢ muito maior que dos sitios homologos aos iniciadores
de RAPD, com dez pares de bases. Por isso detectam-se mais polimorfismos por reagio

de PCR pela técnica de AFLP do que de RAPD.

Distribuicio das marcas geradas por AFLP, nos genomas

Apesar do pouco tempo de uso desta técnica, ja existem alguns mapas genéticos
de plantas com a localizag@o de marcas de AFLP. Spada et al. (1998) mapearam 18
bandas no genoma de Asparagus officinalis; Virk et al. (1998) incorporam 150 marcas
de AFLP a um mapa baseado em RFLP de Oryza sativa, Cho et al., (1998) prepararam
um mapa integrado com marcas de AFLP, SSLP e RFLP também em Oryza sativa. To-
dos estes trabalhos indicam que ha uma amostragem razoavel dos genomas, com as mar-

cas de AFLP sendo distribuidas por todos os grupos de ligacéo.



Law et al. (1998), analisando estatisticamente a distribuigdo de 90 bandas poli-
morficas de AFLP entre 55 variedades de trigo, demonstraram, mesmo sem mapea-las,
que elas ndo estavam significativamente agrupadas no genoma e que poediam ser usadas

com razoavel seguranga na discriminagdo entre as variedades.

2.2.3. Microssatélites
O que sdo microssatélites

Microssatélites ou SSRs (do inglés "simple sequence repeats" = repetigdes de
segiiéncias simples) ou STRs (do inglés "short tandem repeats” = repeti¢bes curtas em
tandem) sdo trechos do genoma compostos pela repeticdo de uma seqiéncia curta e sim-
ples de nucleotideos. As seqiiéncias repetidas que compdem os microssatélites normal-
mente sao mono, di, tri e tetra nucleotideos (Tautz et al., 1986; Weber & May, 1989).

As caracteristica dos microssatélites, que favoreceram seu uso como marcadores
de DNA, sdo: sua alta freqiiéncia e ampla dispersao pelos genomas ¢ a alta taxa de mu-
tacdo a que estdo sujeitos, resultando em grande variabilidade.

Foram encontrados em largo espectro de organismos procariotos € eucariotos €,
nestes ultimos, tanto no DNA nuclear como no de organelas (Tautz & Renz, 1984;
Powell et al., 1995; Moxon & Wills, 1999; Lagercrantz et al. 1993). Localizam-se tanto
em regides ndo codificadoras como em exons e introns (Wang et al., 1994)

A abundancia, o tipo de seqiiéncia repetida € a composigao de bases dos micros-
satélites mais freqiientemente encontrados variam entre as espécies (Tautz et al. 1986).

Lagercrantz et al. (1993) isolaram microssatélites de quatro espécies de Brassica
¢ fizeram uma busca em banco de seqiiéncias de DNA, localizando microssatélites de
mais 15 espécies de plantas, inclusive gimnospermas. Concluiram que microssatélites
sdo cinco vezes menos frequentes em plantas que em mamiferos. As seqiiéncias repeti-
das mais frequentemente encontradas nos microssatélites de plantas foram: AA/TT,
AT/TA e CT/GA, responsaveis por 75 % dos microssatélites com mais de 5 repetigdes,
enquanto o dinucleotideo mais comum em microssatélites de mamiferos ¢ GT/CA.

Wang et al. (1994) pesquisaram dois bancos de dados de sequiéncias de DNA nu-

clear e de organelas, de 54 ¢ 28 plantas, respectivamente. Encontraram 134 microssaté-
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lites compostos por mono, di, tr1 e tetranucleotideos, sendo apenas 4 em organelas.
Quanto ao tipo de sequéncia repetida, 62 eram dinucleotideos (sendo 49 AT/TA), 21
mononucleotideos, 20 trinucleotideos e 18 tetranucleotideos. Todos os microssatélites
formados por mono, di e tetra nucleotideos estavam em regides ndo codificadoras en-
quanto que 57% dos microssatélites formados por trinucleotideos, que continham G/C,
estavam em regides codificadoras.

O numero de repeti¢des da sequéncia simples varia de acordo com o tipo de se-
quéncia e a espécie em que € encontrada. Kruglyak et al. (1998), analisando seqiéncias
do genoma humano, de camundongo. da mosca da fruta e de levedura, encontraram se-
quiéncias compostas por dinucleotideos com até 34 copias, compostas por trinucleotideos
com até 26 copias e compostas por tetranucleotideos com até 18 copias. O genoma de
camundongo, nos tré€s casos, foi 0 que apresentou microssatélites mais longos, seguido
do genoma humano, levedura e mosca da fruta.

Morgante & Olivieri (1993) encontraram uma freqiiéncia de um microssatélite a
cada 50 kb analisados, em banco de seqiiéncias de DNA de plantas. Predominaram os
microssatélites formados pela repeticdo do dinucleotideo AT/TA, seguidos por micros-
satélites com a repetigdo GA/CT.

Echt & May-Marquardt (1997) encontraram em microssatélites de Pinus strobus,
predomindncia do dinucleotideo AC/TG sobre GA/CT ¢ o inverso em Pinus taeda. Ex-
cetuando os microssatélites formados por AT/TA, estes dois tipos foram os mais fre-
qlentes: 2 a 4,5 locos a cada Mb.

Quanto a distribuicao fisica dos microssatélites nos cromossomos de plantas, um
estudo detalhado em Beta vulgaris L. foi feito por Schmidt & Heslop-Harrison (1996).
Usaram hibridagio /n siru ¢ hibridagdo em DNA clivado com diversas enzimas de restri-
¢d0. Foram escolhidas sondas complementares a sete tipos de microssatélites (trés tetra-
meros, trés dimeros € um trimero). Cada microssatélite apresentou um padréo especifico
de distribui¢@o no genoma. Fo1 observada exclusdo de alguns microssatélites de regides
de DNA ribossomico, de alguns centrémeros ¢ algumas regides intercalares.

Roder et al. (1998) usaram cruzamentos de 25 estoques com dele¢des de cromos-

somos homeologos 2A, 2B e 2D de 7riticum aestivum L para o mapeamento fisico de 31
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microssatélites com os dimeros GA ou GT. De modo geral, os resultados sugeriram que
os microssatélites ndo estavam localizados em lugares especificos dos cromossomos,
sendo encontrados igualmente em regides centromericas, teloméricas ¢ intersticiais. No
caso do cromossomo 2B, que ¢ altamente heterocromatico, os microssatélites localiza-
ram-se preferencialmente nas regides eucromaticas.

A alta variabilidade dos locos de microssatélites esta relacionada a freqiéncia
com que ocorrem delegdes ou adigdes da unidade repetitiva, durante as replicagdes do
DNA. Um modelo tem sido proposto para explicar a alta incidéncia de mutagdes deste
tipo nos locos de microssatélites. Trata-se do chamado deslizamento (do inglés "slippa-
ge") da DNA polimerase no processo de duplicagdo do DNA. Este fenémeno foi obser-
vado in vitro e supdem-se que ocorra igualmente /7 vivo, sendo a principal causa do apa-
recimento de variantes de comprimento nos locos de microssatélites (Schlotterer &
Tautz, 1992: Hite et al., 1996; Wierdl et al., 1997).

Outra possibilidade seria a ocorréncia de recombinagio desigual (do inglés "une-
qual crossover") na meiose, por pareamento desalinhado das cromatides dos cromosso-
mos homologos (Tautz et al., 1986; Smith, 1976). No entanto, a ocorréncia predomi-
nante de alelos, de locos de microssatélites, cujo comprimento difere exatamente em
multiplos da unidade repetitiva, sugere que o processo responsavel pela maioria das alte-
ragdes de comprimento dos microssatélites seja o deslizamento da polimerase.

A taxa de ocorréncia destas alteracdes em microssatélites ¢ variavel segundo o
tipo de seqiiéncia repetitiva, seu comprimento € sua posi¢ao no genoma.

Foram descritos alguns locos hipervariaveis de microssatélites em varias espéci-
es. Moxon & Wills (1999), descrevendo o trabalho de Thomas F. Meyer e colaborado-
res, relatou que genes para proteina da membrana externa de Neisseria gonorrhoeae,
contém um microssatélite formado pela repeticao do pentdimero CTCTT que sofre alte-
ragdes de tamanho a cada 100 a 1000 células filhas. Uma taxa de 0,1% a 1%.

Maroof et al. (1994) encontraram 22 e 33 alelos em dois microssatélites de Hor-
deum vulgare ssp. spontaneum, examinando 103 acessos deste parente selvagem da ce-

vada, para o qual predomina a autofecundagao.
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Fischer et al. (1998), avaliando a segregagdo de alelos de um microssatélite de
Pinus radiata, encontraram alelos novos (ou seja, que estavam ausentes nos dois pais),
em 6% da progénie mapeada e dos megagametofitos dos dois individuos parentais utili-

zados. Interpretaram os dados como resultado de alta incidéncia de mutagdes neste loco.

Deteccao de polimorfismos em microssatélites

Para detectar polimorfismos em microssatélites podem ser usadas duas metodo-
logias: hibrida¢do de sondas que contenham seqiéncias repetitivas (Varshney et al.,
1998) ou amplificagdo, por PCR, de locos contendo microssatélites.

A amplificagdo de locos de microssatélites normalmente ¢ feita usando-se inicia-
dores complementares as seqiiéncias flanqueadoras (a montante e a jusante) do micros-
satélite (Figura 4). Em geral sdo usados iniciadores com cerca de 20 nucleotideos que
gerem produtos de amplificagdo com 100 e 400 pb, incluindo o microssatélite alvo.

Para definir a seqiiéncia de nucleotideos dos iniciadores que serdo usados para
amplificacdo de cada loco, € necessario conhecer as sequéncias das regides flanqueado-
ras ¢ desenhar os oligonucleotideos mais adequados para a amplificagdo da regido. Isto
pode ser conseguido pesquisando bancos de seqiiéncias de DNA ou seqilienciando clones
positivos para presenga de microssatélites, de bancos de DNA da espécie em estudo
(Lagercrantz et al., 1993).

A clonagem e sequienciamento dos clones sdo atividades dispendiosas, tanto em
tem-po ¢ trabalho como em custo. Mais recentemente, para eliminar a necessidade de
iniciadores especificos para cada loco, foi testado o uso de iniciadores aleatorios, como
os usados para RAPD, junto com iniciadores que contivessem uma seqiiéncia repetitiva,
complementar aos microssatelites. Denominaram estes marcadores de microssatélites
ancorados (do inglés "anchored microsatellite markers", Lanham & Brennan, 1998) ou
RAMPs (do inglés "random amplified microsatellite polymorphisms" = polimorfismos
de microssatélite amplificados aleatoriamente, Davila et al., 1998).

A separagio dos fragmentos amplificados que contém microssatélites normal-
mente ¢ feita em géis de poliacrilamida, por permitirem resolugdo de fragmentos que

diferem em tamanho por apenas um ou dois nucleotideos. A visualizagéio pode ser feita
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por coloragdo com nitrato de prata, autoradiografia ou fluorescéncia.

Problemas na analise de polimorfismes de microssatélites

A manifestagiio, in vitro, da tendéncia dos microssatélites em sofrerem adigbes e dele-
¢des de sua unidade repetitiva, pode ter como consequiéncia a formagdo de bandas espu-
rias nos geéis, dificultando a interpretagdo dos resultados. Alguns tipos de seqiiéncia re-
petitiva dos microssatélites sdo especialmente susceptiveis a este efeito. As bandas ex-
tras diferem da banda principal por multiplos da unidade repetitiva do microssatélite.

Hite et al. (1996) demonstraram que os fragmentos de tamanho diferente eram
predominantemente mais curtos do que o molde. O tnico dos fatores testados, que redu-
ziu a producdo destas bandas, foi a amplificagdo a temperaturas baixas (37 graus centi-
grados em lugar dos 72 graus regularmente utilizados). Provavelmente porque, em bai-
xas temperaturas, a ocorréncia de parcial dissociagio das fitas de DNA que estdo sendo
amplificadas se reduz, minimizando o efeito de escorregamento da enzima no processo
de sintese.

A determinagdo do tamanho exato dos fragmentos amplificados também pode ser
prejudicada pela adigdo, pela polimerase, de um nucleotideo excedente na extremidade
3" dos fragmentos produzidos. Nem todos os tipos de enzimas, porém, produzem este
efeito e como todas as bandas ficam aumentadas de um nucleotideo, a avaliagio relativa
dos padrdes num gel ndo € seriamente prejudicada (Hite et al., 1996).

Mesmo usando procedimentos refinados para a separag@o dos fragmentos ampli-
ficados, a grande semelhanga de tamanho entre alelos pode constituir um problema para
a correta analise dos gendtipos, especialmente na comparagdo de amostras em géis dife-
rentes. Ghosh et al. (1997) sistematizaram todos os cuidados que podem ser tomados no
sentido de minimizar o erro no uso de microssatélites para estudos genéticos.

Os fragmentos produzidos por PCR na amplificag@o dos microssatélites incluem,
além do proprio microssatélite, seqii€ncias flanqueadoras situadas entre o microssatélite
e as regides de homologia com os iniciadores. Alteragdes nestas regides também podem
colaborar com a variagdo no tamanho dos fragmentos amplificados (Akagi et al., 1998;
Kostia et al., 1995).



Alteragdes na regido de homologia dos iniciadores podem impedir a amplifica-
¢do. Estes alelos ndo amplificados tém sido denominados alelos nulos (Fisher et al.,
1998). Sua ocorréncia ¢ relativamente comum (Pemberton et al., 1995), sobretudo quan-
do se usam iniciadores que foram desenhados para uma determinada espécie para ampli-
ficar microssatélites de espécies correlatas. A existéncia de alelos nulos deve ser levada
em consideragdo nas analises baseadas em dados de microssatélites, pois pode levar a
erro, uma vez que individuos heterozigotos para um alelo nulo serfio avaliados como

homozigotos para o alelo amplificado.

2.2.4. Avaliacdao da diversidade genética em plantas cultivadas com marcadores
moleculares

Villand et al. (1998) avaliaram a diversidade genética de 96 acessos de tomate
(Licopersicum esculentum Mill.) e seu provavel ancestral selvagem, Licopersicum escu-
lentum var. cerasiforme. Usaram 41 iniciadores para produzir polimorfismos do tipo
RAPD. Selecionaram 93 bandas polimoérficas para calcular a similaridade genética (con-
cordancia simples), indice de diversidade de Nei e a distribuigdo da variabilidade entre
trés subgrupos: 21 acessos oriundos do centro primario de diversidade, 58 acessos
oriundos de regides contiguas ao centro primario e 38 acessos de diferentes centros se-
cundarios de diversidade. A representagdo grafica, por "muliti-dimensional scaling plot",
mostrou pouca distingdo entre os subgrupos, com maior dispersdo das plantas do centro
primario de diversidade. Encontraram poucas marcas especificas de algum subgrupo
mas consideravel variagdo nas freqiiéncias das marcas de RAPD entre os subgrupos, o
que interpretaram com sendo consistente com a divergéncia de subpopulagdes depois de
levadas de seu local de origem para novos centros. A divergéncia entre 0s acessos da
cultivar ¢ de sua variante selvagem ndo foi significativa, sendo comparavel as variagdes
encontradas entre os trés subgrupos da variante cultivada.

Ferguson et al. (1998) avaliaram a diversidade genética de 160 variedades locais
de lentilha (Lens culinaris) de 16 paises, 10 variedades de cada um. Usaram sete locos
isoenzimaticos (com 16 alelos) e 22 bandas polimdrficas de RAPD (amplificadas com

quatro iniciadores da OPERON). Os resultados sugerem a formagéo de 2 grupos: o pri-
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meiro incluindo os trés paises do sul da Asia mais o Afeganistio e o segundo incluindo
os demais paises, subdivididos em 4 subgrupos: da Etiopia (e Yemen), do Levante, da
Europa e do Ira (e Egito). A distincia genética média (Nei) entre paises variou de D =
0,003 a D = 0,741 para RAPD e de D = 0,005 a D = 0,812 para isoenzimas. A correlacdo
entre as matrizes de similaridade geradas pelos dois tipos de marcador foi r = 0,94581.
Os indices de diversidade de Shannon variaram de d = 1,15 a d = 8,48 para RAPD e de
d= 0,50 a d = 2,98 para 1soenzimas. A correlagio (tau de Kendall) entre as medidas de
diversidade feitas pelos dois métodos foi de 1= 0,333 (P =0,072).

Provan et al. (1996) utilizaram polimorfismos em 16 locos de microssatélites
para avaliar variabilidade e distdncia genética entre 18 cultivares tetrapldides. Detecta-
ram a presenga de 2 a 19 alelos (média de 6,813) e heterozigozidade entre h=0,408 ¢
h = 0,921 (média de 0,794). Os indices de similaridade calculados pelo coeficiente de
concordancia simples, variaram entre S = 044 ¢ S = 0,81 ¢ devem ser tomadas apenas
como referéncia pois, como os individuos sdo auto-tetrapldides e predomina a fecunda-
¢do cruzada, ndo foi possivel determinar com exatiddo os genotipos.

Olufowote et al. (1997) avaliaram 259 individuos de 71 cultivares de arroz para
determinar variabilidade dentro das cultivares e entre acessos da mesma cultivar. Usa-
ram 12 locos de microssatélites ¢ 12 locos de RFLP, mapeados em diferentes cromos-
somos, além de marcadores fenotipicos, para definir a pureza das sementes de algumas
cultivares. Os resultados mostraram que tanto microssatélites como RFLPs podem de-
tectar variagdes gencticas em cultivares purificadas por avaliagdo fenotipica. Também
detectaram variagdo entre acessos com 0 mesmo nome. Os valores de PIC (do inglés:
"polymorphism information content” = contetido de informagdo sobre polimorfismo)
para os 12 locos de RFLP variaram de PIC = 0,000 a PIC = 0,646 (média de PIC =
0,265) e para os microssatélites de PIC = 0,311 a PIC = 0,864 (média de PIC = 0,685).
Os microssatélites foram mais eficientes em detectar varia¢des intravarietais.

Yang et al. (1994), usando 10 microssatélites, avaliaram variabilidade genética
de 238 acessos de arroz, sendo 140 ragas locais (135 representando a maior parte das
regides de plantio de arroz na China) e 98 variedades melhoradas. Destes, 129 acessos

foram previamente identificados como indica € 103 como japonica. Estes resultados



mostraram mais variabilidade por loco que estudos anteriores sobre arroz com isoenzi-
mas, DNA mitocondrial ou RFLP. Foram detectados de 3 a 25 alelos por loco, com mé-
dia de 9,3. Fo1 encontrada maior variabilidade em indica que em japonica e mais varia-
bilidade nas variedades locais que nas melhoradas. A propor¢do da variabilidade devida
a divisdo indica x japonica foi 10 %. A menor variabilidade, encontrada entre as varie-
dades melhoradas, se deveu mais a auséncia de alelos que aos indices médios de diversi-
dade.

Powell et al. (1996) avaliaram 700 gendtipos de soja (Glycine soja € Glycine
max) com 115 marcas mapeadas de RFLP (pelo menos quatro em cada um dos 20 gru-
pos de ligag@o). Em fungio destes resultados, selecionaram 12 linhagens (10 de . max e
2 de G. soja) que representavam 92 % do total da variabilidade detectada e reavaliaram
este grupo em fungdo de 11 microssatélites. Os resultados foram comparados com 25
acessos de Glycine soja ortundos de 6 diferentes regides e com 12 acessos de Glycine
max. Foram encontrados no total 129 alelos, dos quais 91 (a maioria de Glycine soja)
ndo estavam presentes no grupo selecionado com base em RFLP. O grupo selecionado
representou apenas 40 % da variabilidade nos 11 locos de microssatélites. Os agrupa-
mentos feitos a partir de indices de similaridade permitiram uma boa separagdo de G.
max ¢ . soja.

Papa et al. (1998), utilizando cinco caracteres morfoldgicos, seis locos isoenzi-
maticos (2 polimorficos) e 77 bandas de RAPD (17 % polimorficas), estimaram a varia-
bilidade genética de doze populagdes (vinte linhagens de cada) de cevada (Hordeum
vulgare 1) oriundas das regides norte e sul da ilha da Sardenha (Italia). Avaliados em
conjunto, estes marcadores permitiram a discriminagio de 90,5 % dos 231 individuos.
Para os trés tipos de marcadores, a por¢do da variabilidade devida & divisdo em popula-
¢oes foi estimada em Gst = 0,164; Gst = 0,161 ¢ Gsr = 0,107, respectivamente. Foi en-
contrada uma baixa correlagdo (r2 =0,35; P = 0,043) entre os indices de diversidade (H;
Nei) estimados a partir de RAPD e isoenzimas. Mas nenhuma correlagdo entre os esti-
mados por morfologia e por marcadores moleculares. Apesar da variabilidade detectada,
concluiram que todas as populagdes pertencem a uma mesma raga local chamada de

S"orgiu sardu, pelos agricultores.
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Struss & Plieske (1998) avaliaram diversidade genética de 163 acessos de Hor-
deum do banco de germoplasma IPK Gatersleben, Alemanha, sendo 46 linhagens das
espécies selvagens H. vulgare ssp. spontaneum e H. vulgare ssp. agriocrithon, € 117
ragas locais, cultivares tradicionais e cultivares modernos de cevada. Usaram 15 micros-
satélites. Encontraram de 5 a 15 alelos por loco (média 8,6), com um indice de diversi-
dade (Weir) variando de ID = 0,64 a ID = 0,88. O valor médio para as variantes selva-
gens e ragas locais foi de ID = 0,74 ¢ para as cultivares de ID = 0,72. Os indices (Dice)
de similaridade médios entre plantas fo1 de S = 0,25 para as selvagens, S = 0,27 para as
racas locais € de S = 0, 30 para as cultivares.

Chowdari et al. (1998) analisaram a varnabilidade genética de milheto [Pennise-
tum glaucum (L.) R. Br] usando hibridagdo com uma sonda para microssatélites
(GATA) e RAPD. Foram feitos varios ensaios envolvendo 12 a 21 cultivares ¢ 18 a 36
ragas locais, de varias regides da India. Encontraram indices (Dice) de similaridade entre
S =10,33 ¢ S = 0,65 em comparagdes envolvendo cultivares e ragas locais com base no
microssatélite. Para as cultivares apenas, os valores estiveram entre S = 0,64 ¢ S = 0,90.
Os dados de RAPD levaram a valores de similandade entre S = 0,54 ¢ S = 0,86 para
cultivares e S = 0,64 ¢ S = 0,85 para as ragas locais. Ndo encontraram muita correlagao
entre dendrogramas gerados a partir dos dois tipos de marcador. Os agrupamentos base-
ados nos marcadores de DNA nio refletiram a origem geografica das ragas locais.

Cattan-Toupance et al. (1998) estudaram a estrutura genética de populagdes natu-
rais de feijao (Phaseolus vulgaris) no centro de origem sul andino. Coletaram 128 plan-
tas de 21 populagdes de trés provincias no noroeste da Argentina e avaliaram a variabili-
dade genética por meio de tipos de faseolina, RAPD e fatores de resisténcia a antracno-
se. De modo geral a variabilidade genética foi reduzida. Encontraram pouco polimorfis-
mo quanto a tipos de faseolina e apenas cinco, entre 54 iniciadores para RAPD, apre-
sentaram polimorfismo (7 bandas polimorficas). A particdo hierdrquica da diversidade
indicou que a porcentagem da diversidade de individuos dentro de populagdes dentro de
provincias foi alta. Os valores encontrados, segundo o tipo de marcador empregado, fo-
ram 43,6 % (faseolina), 67,5 % (RAPD) e 56,9 % (resisténcia a antracnose). Nao houve

correlagdo entre as matrizes de distdncia calculadas para os trés tipos de marcador. Hou-
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ve um pequena correlagdo entre distancia geografica e distincia genética calculada a
partir de RAPD (r = 0,2, P < 0,005). Os autores consideraram que os resultados indicam
menor variabilidade nesta regido que entre populagdes de feijdo do México € que a re-
sisténcia a antracnose, uma das principais doengas do feijoeiro, pode ser um fator im-
portante influenciando a distribuigdo da variabilidade dentro e entre populagdes.

Entre outras plantas cultivadas, que tiveram sua variabilidade genética estudada
com uso de marcadores de DNA, estdo: Vicia faba L. (Link et al., 1995), Triticum urartu
e Triticum monococcum (Vierlig & Nguyen, 1992), Brassica juncea L. (Rabbani et al.,
1998), Carica papaya L. (Stiles et al., 1993), Lens culinaris Medik. (Alvarez et al.,
1997), Pistacia vera (Hormaza et al., 1994), Secale cereale (Loarce et al., 1996), Persea

americana Mill. (Mhameed et al., 1997) e Triticum aestivum (Barrett & Kidwell, 1998).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Foram avaliadas 45 etnovariedades de mandioca, provenientes da Amazonia, 9
do Litoral sul do Estado de Sdo Paulo e uma variedade comercial, a Mantiqueira. As
plantas da regido amazonica provém de trés sub-regidoes: Rio Negro, Rio Branco e Rio
Solimdes. Na Tabela 2, as variedades estdo agrupadas segundo o local de coleta: roga,
comunidade, sub-regido, municipio ¢ Estado.

As etnovariedades foram coletadas em rogas de agricultores tradicionais, indige-
nas ou caigaras. De cada variedade identificada pelo agricultor foram cortadas manivas
de uma ou duas plantas. Apenas uma planta de cada variedade foi usada na determinagdo
das marcas de DNA.

Esse tipo de amostragem da populagdo de mandioca nas rogas gera dois tipos de
distor¢do: primeiro, ndo se leva em conta a propor¢do em que as variedades estdo repre-
sentadas na roga. Diversos levantamentos feitos em rogas de agricultores tradicionais
mostram que freqiientemente algumas variedades sdo plantadas em muito maior quanti-
dade que outras (Peroni, 1998; Boster, 1984, Salick, 1997). No calculo de heterozigosi-
dade (H), por exemplo, havera superestimacao.

Outro tipo de distorgdo se deve a que, apesar das variedades de mandioca serem
plantadas por estacas, formando, portanto, populagdes clonais, uma variedade freqiien-
temente ¢ composta de mais de um genotipo (Peroni, 1998). Como em nossa amostra-
gem, usamos apenas uma planta de cada variedade, as estimativas de diversidade ficam
subestimadas.

Por causa destas distorgdes, as plantas estudadas nd3o foram consideradas amos-
tras populacionais representativas dos locais de origem mas apenas grupos de plantas de
mesmo local de origem.

A coleta das plantas na Amazonia fot realizada em 1992/93 por Paulo Sodero
Martins, em viagem preferencialmente dirigida para a coleta de arroz selvagem (Martins,
1994b). A amostragem de populagdes de mandioca ndo foi extensiva nem pretende ser

uma fiel representacdo do germoplasma das regides amostradas.



Tabela 2 - Variedades de mandioca

Identificacio Nome Estado Municipio Localidade Uso*
Rio Negro

DGO3R Mantiva Inaja Armazonas {Barcelos Comunidade Piloto F
DGO39 Macaxeira Branca Amazonas {Barcelos Comunidade Piloto M
DGO40 Branguinha Amazonas  {Barcelos Comunidade Marari - [ndios Tukino F
DGO41 sem nome Amazonas |{Barcelos Comunidade Mararé - Indios Tukéno F
DGO42 Mandioca Sdo Jodo Amazonas {Barcelos Comunidade Marara - Indios Tukéno 13
DG043 Pretinha Amazonas |Barcelos Comunidade Marari - Indios Tukino F
DGO44 Mandioca do Antonio Amazonas {Barcelos Comunidade Marari - Indios Tukino F
DG045 Macaxeira Amazonas |Barcelos Comunidade Marara - Indios Tukano M
DG046 Orelha de Burro Amazonas |Barcelos/Anati Comunidade D. Pedro 11 F
DG047 Marmaroca Amazonas |[Barcelos/Anati Comunidade D. Pedro 11 F
DG048 Tartaruga Amazonas  |Barcelos/Anat Comunidade D. Pedro Il F
DGO49 Amarela 11 Amazonas |Carvoeiro F
DGO50 Otho Roxo Amazonas {Carvoeiro F
DGOS1 Pretinha Amazonas {Carvoeiro F
DGOS2 Seis Meses Amazonas [Carvoeiro F
DGO54 Antinha Amazonas [Carvoeiro F
DGOSS5 Anara Amazonas |Carvoeiro F
DGOS6 Araparni Amazonas  {Carvoeiro F
DGOS8 Amarela 1 Amazonas |Carvoeiro F
DGO59 Samuauma Amazonas JCarvoeiro F
DG060 sem identificacdo I Amazonas [Carvoeiro F
DGO61 Macaxeira Amazonas |Carvoeiro F
DGO62 sem 1dentificagdo 11 Amazonas {Carvoeiro F
Rio Brance

DGO065 Anara Roraima Marara F
DGO67 Roxinha Roraima Marari F
DGO68 Macaxeira Pao Roraima Castanho ¥
DG069 Camardo Roraima Castanho F
DGO70 Tala Encarnada Roraima Panarica F
DGO73 Soco Roraima Panarica F
Rio Selimdes

DGl11 Geoatd Amazonas {Uairini Comunidade Sdo Sebastido F
DGI12 Pretinha Amazonas jUairni Comunidade Sao Sebastido F
DG113 Antinha Amazonas |Uairni Comunidade Sdo Sebastido F
DGl14 de semente Amazonas (Uairini Comunidade Sao Sebastido F
DG11S Maguari Amazonas |Guarabira Comunidade Sio Jodo - Lago Mamia F
DGl16 QOurmho Amazonas |Guarabira Comunidade Sio Jodo - Lago Mamia F
DGR Macaxeira Arnazonas jGuarabira Comunidade Sio Jodo - Lago Mamia ¥
DG138 Antinha Amazonas {Guarabira Lago Mamia ¥
DG117 Caneova Amazonas |Guarabira Lago Mamia F
DG119 Macaxeira Amazonas |Guarabira Lago Mamia F
DG120 Antinha Amazonas |Guarabira Lago Mama F
DG121 Turuna Amazonas |Guarabira Lago Mamid F
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{Continuacio)

Identificaciio Nome Estado Municipio Localidade Uso*
DGi22 Marreca (semente) Amazonas |Guarabira Lago Mamia F
DG123 Antinha x Marreca Amazonas  jGuarabira Lago Mama ¥
DG124 Macaxeira Amazonas  |Guarabira Lago Marmua F
DG125 sem 1dentificagdo Amazonas Lago Amani F
Litoral SP

DG126 Aipim Roxo S3o Paulo  jCananéia Dona Saturnina F
DG127 Aipim Roxo {semente) Sdo Paulo  {Cananéia Dona Satarmina F
DG128 Manteiga (aipim) Sdo Paulo  |Cananéia Dona Saturmna M
DG129 Aipim Mata Fome S&o Paulo  |Cananéia Sr. Natalicio M
DG130 Vassourinha Sdo Paulo  {Cananéia Sr. Silvio Ramos M
DG131 Manteiguinha Sao Paulo  |Cananéia Sr. Silvio Ramos M
PDG132 Aipim Roxo Sao Paulo  {Cananéia Dona Tuca M
DG133 Manteiga Sao Paulo  jllha Compnda Comunidade Pedninhas M
1DG134 Aipim Roxo Sao Paulo  }ltha Compnida Comumdade Pedrinhas M
IAC

DG137 Mantiqueira Séo Paulo  {Campinas Instituto Agrondémico de Campinas M

(*) F = Faninha, M = Mesa
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Foi a primeira coleta de variedades de mandioca da Amazoénia, para a colecdo de
germoplasma de mandioca do Departamento de Genética de ESALQ, e havia interesse
em avaliar a diversidade genética do material. O primeiro trabalho neste sentido, foi
feito por Roberto Cury (Cury, 1998), usando descritores morfolégicos, caracteres agro-
ndmicos ¢ bioquimicos. Das variedade amazdnicas, 46 foram escolhidas para este pri-
meiro trabalho.

Para servir de comparagio com as plantas da Amazdnia, foram escolhidas 9 va-
riedades tradicionais do Litoral sul do Estado de Sao Paulo. Estas plantas foram selecio-
nadas em fungdo da disponibilidade de ramas para o plantio dos experimentos de avalia-
¢do morfologica, agronémica € bioquimica. Nio sdo consideradas como uma ampla
representacdo do germoplasma da regido de origem. Por coincidéncia, todas elas sdo
aipins, ainda que na regido de origem existam muitas variedades de mandioca brava.

No presente estudo, foram avaliadas 55 das variedades usadas por Cury (1998).

Depois de coletadas, as plantas vém sendo mantidas na colegdo de germoplasma

de mandioca do Departamento de Genética da ESALQ, no campo, replantadas a cada

ano.

3. 2. Métodos
3.2.1. Metodologia para extracdo de DNA

(Dellaporta et al., 1983 — com modificagdes)

Colocar em banho-maria a 65°C, 1 ml de tampdo CTAB com 1% de -
mercaptoetanol, em tubo de 2 ml.

Congelar 100 a 250 mg de material vegetal em nitrogénio liquido. (Neste estado o
material pode ser conservado a - 80°C). Triturar no gral, resfriado previamente, até obter
um pé fino.

Colocar o triturado dentro do tubo com tampao CTAB, no banho-maria e misturar
bem com espatula. Deixar agir por 30 minutos, agitando ocasionalmente.

Acrescentar 700 ul de cloroférmio-octanol (24:1) e homogeneizar bem com es-

pétula. Centrifugar por 15 minutos.
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Recuperar a fase aquosa (500 ul a 600 mul) e adicionar 1 ml de isopropanol.
Agitar.

Deixar 20 a 30 minutos se necessario. A precipitagdo, em geral, ¢ imediata. Cen-
trifugar por 15 minutos. Descartar o sobrenadante e secar o tubo com cotonete.

Lavar o precipitado com 1 ml de solug@o de lavagem. Deixar por 20 minutos no
minimo.

Centrifugar por 10 minutos. Despejar o sobrenadante cuidadosamente. Secar o
tubo com cotonete. Ressuspender em 100 ul de TE.

Precipitar com 50 pl de acetato de amodnio 7,5 M e 375 pl de etanol absoluto gela-
do. Deixar por 30 minutos em geladeira. Centrifugar 15 minutos. Descartar o sobrenadante.
Ressuspender em volume adequado de TE.

Para extracdo de DNA foram coletadas folhas maduras de mandioca, em

estado sanitario de razoavel a bom, de plantas mantidas em canteiro ou estufa, proximos

a0s laboratorios.

Tampao CTAB

TrisBase*, pH 8,0 100 mM
NaCl 14M
CTAB** 2.5 %plv
EDTA 4Na*** 20 mM
PVP**x* (P M. 40 000) 1% piv
H,0 (destilada) g.s.v.

Autoclavar a 1 atmosfera, 120°C, por 15 minutos.
*  TrisBase =

** CTAB = Brometo de Cetiltrimetilaménio
*** EDTA =

*¥¥% PVP = Polivinilpirrolidona



Solucdo de lavagem

Etanol 76 % viv
Acetato de Amdnio 10 mM
H,0 (destilada) q.s.v.
TE (pH 8,0)

TrisBase (pHS,0) 0,010 M
EDTA 0,001M
H,O (destilada) q.s.v.

Autoclavar a 1 atmosfera, 120°C, por 15 minutos.

3.2.2. Metodologia para obtencao de bandas de RAPD

(Williams et al. 1990, Welsh & McClelland 1990 — com modificagdes)

DNA de cada uma das variedades, foi extraido conforme metodologia descrita aci-
ma.

Foi feita uma quantificagdo do DNA em gel de agarose. Aliquotas de 5 pl da sus-
pensdo final de DNA em TE foram submetidas a eletoforese e a quantificagdo foi feita por
comparacdo da intensidade da coloragdo das bandas com um padrdo de concentragdo co-
nhecida. Foi usado como padrio DNA do fago Lambda, ndo clivado, fornecido pela Phar-
macia. Além da concentragdo, este teste serviu para avaliar a qualidade do DNA e a exis-
téncia de degradacdo.

ApoOs a quantificagdo, parte de cada amostra de DNA foi diluida até uma concentra-
¢do aproximada de 10 a 50 ng/ul para uso nas reagdes de amplificagdo. O restante foi esto-
cado a
-20°C.

As reagOes de amplificagdo foram feitas em varios termocicladores do Departa-
mento de Genética e de Zootecnia de Ndo Ruminantes, na ESALQ), segundo a disponibili-
dade. Para evitar variagdo nos resultados, todas as reagdes com um mesmo iniciador foram

feitas num mesmo equipamento.
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Os parametros de temperatura e duragio de cada ciclo de amplificagio estdo especi-
ficados abaixo, assim como os componentes das reagdes de amplificagdo do DNA. Para as
reacdes, foram usados tubos de polipropileno tipo "eppendorff” com capacidade para 0,5
ml. A mistura para a reagdo fo1 recoberta com 6leo mineral Nujol para impedir a evapora-
¢30.

Foram testados os 40 iniciadores dos "kits" X e E, fomecidos pela empresa
OPERON. Foram aproveitados 38 iniciadores na andlise final dos polimorfismos de
RAPD. Apenas os iniciadores OPERON E13 e OPERON E18, ndo produziram bons pa-
drdes de bandas.

O DNA amplificado foi submetido a eletroforese em géis de agarose a 1,5 % para
separa¢do dos fragmentos segundo seu peso molecular. A eletroforese foi feita em cubas
horizontais de acrilico, a temperatura ambiente, por 3,5 horas, a 3 volts por centimetro.
Como padrido de peso molecular das bandas, foi usado o marcador "ladder" de 100 pares de
bases fornecido pela GIBCO.

Apos a eletroforese, os géis foram corados em solugdo de brometo de etideo por 10
minutos, lavados em dgua destilada para remogdo de excesso de brometo de etideo por no
minimo 30 minutos, expostos a luz ultravioleta e fotogratados com camara convencional,
lente de 50 mm, filtro cor laranja, filme Kodak T-Max 100. As revelagdes dos filmes ¢ as
copias em papel Iliford foram feitas no laboratdrio de fotografia do Departamento de Gené-
tica, seguindo as especificacdes dos fabricantes do matenal. A Figura 5 mostra um exem-

plo de fotografia de um gel, usada para identificagio das bandas.

Parametros de temperatura e duracido dos ciclos para amplificacio de DNA em
termociclador - RAPD

94° C - 5 min 1 ciclo
94°C- 1 min 40°C - 1,5 min 72°C -2 min 40 ciclos
69° C - 10 min I ciclo



Ad VY 2p dsijpue vaed sojuawdedy op opdeaedas vied (93 3p BIj8A3030,] - C LANTIY




Componentes da reacdo de amplificacdo de DNA - RAPD

Taq DNA polimerase 0,75U
Solugdo tampdo 10 x concentrada 10%
MgCl, 2.5mM
dNTPs 0,5 mM
iniciadores 0.4 uM
DNA molde 10-75ng
H,O0 (destilada) g.s.p.
Volume total 15,0 pl
TBE 10 x

TrisBase 108 ¢

Acido bérico 55¢g

EDTA (solucdo 0,5 M, pH 8,0) 40 ml

H,O (destilada) g.s.v.

Autoclavar a 1 atmosfera, 120°C, por 15 minutos.

Gel de agarose 1%

TBE 10 x 10% v/v
Agarose 1 % p/v
H-O (destilada) g.s.v.
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Para a perfeita dissoluc@o da agarose em TBE e agua destilada ¢ necessario aquecer (em

microondas ou diretamente no fogo) até o ponto de fervura. Observar se ndo restaram cris-

tais ndo dissolvidos. A seguir deixar resfriar até cerca de 60° C e despejar em molde ade-

quado, com pente(s) para formagdo das canaletas onde serdo aplicadas as amostras de

DNA. Deixar esfriar até¢ completo endurecimento do gel.
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3.2.3. Metodologia para obtencdo de bandas de microssatélites

(Chavarriaga-Aguirre et al., 1998; Roa, 1996 — com modificagdes)

DNA de cada uma das variedades de mandioca, extraido segundo metodologia des-
crita acima e conservado a — 20° C, foi quantificado em fluorimetro e diluido em TE até
uma concentracado aproximada de 15 e 30 ng/ul.

O DNA foi amplificado em termociclador , no Laboratdrio de Biotecnologia do
CIAT.

Os pardmetros de temperatura e duragio de cada ciclo de amplificacdo estdo especi-
ficados abaixo, assim como os componentes das reagdes de amplificacdo do DNA. Para as
reagOes foram usados tubos de polipropileno tipo "eppendorff” com capacidade para 0.2
ml.

Os 11 pares de iniciadores para amplificacdo dos 11 locos de microssatélites,
desenvolvidos especialmente para mandioca, (Chavarriaga-Aguirre et al., 1998) foram pro-
duzidos pelas empresas Perkin-Elmer ¢ Reserch Genetics e marcados com dois tipos de
fluorescéncia.

O DNA amplificado foi submetido a eletroforese em gel desnaturante de acrilamida
(19:1) a4 %, para separacdo dos fragmentos segundo seu peso molecular. A eletroforese
foi feita em equipamento ABI Prism 377, a 50° C | por 3 horas, a 3 000 volts, com tamp&o
TBE. Foi usada uma matnz de gel previamente preparada no CIAT, o filtro utilizado foi o
filtro C € 0 modulo C 2400. Foram usados pentes com dentes retangulares € moldes para
géis verticais de 36 cm.

Para aplicagdo no gel, aliquotas de 2,0 pul do DNA amplificado foram misturadas
com 0,5 ul do marcador de peso molecular e 2,5 pl de uma solugfo 5:1 de formamida deio-
nizada e Blue Dextran 50mg/ml em EDTA 25 mM pH 8,0. Imediatamente antes da aplica-
¢do, estas amostras foram desnaturadas por 2 minutos a 95° C e a seguir mantidas em re-
cipiente com gelo.

Como padrio para calculo de peso molecular das bandas, foi usado o marcador flu-
orescente TAMRA 500 fornecido pela Perkin-Elmer.

As imagens dos géis, digitalizadas pelo programa GeneScan, foram transformadas

em graficos, com picos representando as bandas. A analise dos graficos foi feita com o
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Figura 6 - Graficos representando os alelos dos locos de microssatélites
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programa Genotyper. A Figura 6 mostra um exemplo de graficos usados para identificagfo

de alelos de microssatélites.

Componentes da reacio de amplificacio de DNA — Microssatélites

Taq DNA polimerase 0,75U
Solu¢do tampdo 10 x concentrada 10%
MgCl, 2.5 mM
dNTPs 0,5 mM
iniciadores 10 mM
DNA molde 25-50ng
H,O q.s.p.
Total 25,0 ul

Programa para amplificacdo de DNA em termociclador - Microssatélites

94° C - 2 min 1 ciclo
94° C - 1 seg 56° C - 30 seg 72°C-2min 20 ciclos
69° C - 30min 1 ciclo

Solucdo de acrilamida (19:1) 40%

Acrilamida 38% p/v
Bis-acrilamida 2% plv
H,0 (destilada) q.s.v.

Dissolver a acrilamida e a bis-acrilamida em cerca de 90% do volume final de agua destila-
da. Adicionar 5 g de resina para deionizagdo. Agitar em agitador magnético por até 10 mi-
nutos. Filtrar em filtro com didmetro médio de poros de 2 pum, com bomba de vacuo.

Ajustar o volume final com agua destilada. Guardar na geladeira. Estavel por até um més.

Gel desnaturante de acrilamida 4%
Uréia 36 % p/lv
Solugdo de acrilamida (19:1) 40% 10 % viv
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TBE 10 x 10 % v/v
Solugdo de persulfato de amonio 10% 5% viv
TEMED 7 % viv
H>O (destilada) q.s.v.

Dissolver inicialmente a uréia e a solugdo de acrilamida em cerca de 50 % do volume final
de agua destilada, juntamente com 1% p/v de resina deionizante. Agitar em agitador mag-
nético por 15 minutos. Filtrar e acrescentar o TBE e completar o volume com 4gua destila-
da. Acrescentar, no momento de usar, a solugdo de persulfato de amoénio 10% e o TEMED.
Agitar o frasco suavemente para evitar a formagao de bolhas. O tempo de deionizacdo deve
ser controlado rigidamente, assim como 0s outros procedimentos, para permitir a padroni-
zagd0 dos géis. A solucdo de persulfato de amonio deve ser preparada no momento do uso.
A mistura, ainda liquida, deve ser aplicada com seringa no molde adequado, com
pente para formagao das canaletas onde ser@o aplicadas as amostras de DNA. Aguardar a

cataliza¢@o da acrilamida por no minimo 2 horas € no maximo 6 horas.

3.2.4. Metodologia para obtencao de bandas de AFLP

(Vos et al., 1995; Zabeau & Vos, 1993)

DNA de cada uma das variedades de mandioca, extraido segundo metodologia des-
crita acima € conservado a — 20° C, foi quantificado em fluorimetro e diluido em TE até
uma concentragdo aproximada de 15 e 30 ng/ul.

A seguir o DNA foi digerido pelas as enzimas de restrigdo EcoRI e Msel. A rea-
¢do de digestdo foi feita a 37° C, por duas horas, em tubos de polipropileno tipo "eppen-
dorff" com capacidade para 0,2 ml, usando um termociclador para manter a temperatura
estavel.

A seguir, a0s mesmos tubos foram acrescentados os demais reagentes necessarios
a ligacdo dos fragmentos clivados aos adaptadores, complementares as extremidades
clivadas pelas duas enzimas. A reagdo de ligacdo fo1 feita a 37° C, por uma hora, usan-

do um termociclador para manter a temperatura estavel
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O DNA clivado e ligado aos adaptadores foi pré-amplificado e uma aliquota de
10 ul do resultado foi utilizada para avaliar a qualidade da clivagem e amplificagdo. Para
isso foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1 %, por 3 horas em TBE 1 x,a 3
V/cm. Apos coloragdo com brometo de etideo, observou-se a formacdo de um rastro de
DNA clivado.

O DNA pré-amplificado foi diluido 20 vezes em dgua destilada e submetido a
amplificagdo seletiva. Foram testados 10 pares de iniciadores e escolhidos 4 por produzi-
rem padrdes de bandas adequados para andlise e com maior polimorfismo: Mse-
ACA/Eco-CTC, Mse-ACA/Eco-CAG, Mse-ACT/Eco-CAC e Mse-AGG/Eco-CAA.

As amostras de DNA amplificadas, assim como as amostras remanescentes das
fases anteriores do processo, foram conservadas a - 20° C.

Os componentes da reacio de clivagem, ligacdo, pré-amplificagio e amplificagao
seletiva, assim como os pardmetros de temperatura ¢ duragdo dos ciclos dos programas
para as amplificagdes em termocicladores, estdo especificados abaixo.

O DNA amplificado foi submetido a eletroforese em gel desnaturante de acrilamida
(19:1) a4 %, para separagdo dos fragmentos segundo seu peso molecular. A eletroforese
foi feita em equipamento ABI Prism 377, a 50° C, por 3 horas, a 3 000 volts, com tampéo
TBE 1 x. Foi usada uma matriz de gel previamente preparada no CIAT, foi utilizado o fil-
tro A e o modulo A 2400. Foram usados pentes com dentes retangulares e moldes para géis
verticais de 36 cm .

Para aplicag@o no gel, aliquotas de 2,0 ul do DNA amplificado foram misturadas
com 0,5 ul do marcador de peso molecular € 2,5 pl de uma solugdo 5:1 de formamida deio-
nizada e Blue Dextran S0mg/ml em EDTA 25 mM pH 8,0. Imediatamente antes da aplica-
¢80, estas amostras foram desnaturadas por 2 minutos a 95° C e a seguir mantidas em re-
cipiente com gelo.

Como padrio para calculo de peso molecular das bandas, foi usado o marcador flu-
orescente TAMRA 350 fornecido pela Perkin-Elmer.

As imagens dos géis, digitalizadas pelo programa GeneScan, foram transformadas
em graficos, com picos representando as bandas. A andlise dos graficos foi feita com o

programa Genotyper.



A Figura 7 mostra um exemplo de graficos usados para identificagdo de bandas de
AFLP.

Componentes da reacio de clivagem de DNA com enzimas de restricio

Enzima EcoRI 5U
Enzima Msel 5U
Solugdo tampéo 10 x concentrada 10 % v/v
DNA 100 — 200 ng
H,O (destilada) q.s.v.
Total 25 ul

Componentes da reacao de ligacao do DNA com extremidades adaptadoras

T4 DNA ligase 6U
Solugdo tampdo 10 x concentrada 10 % v/v
Adaptadores EcoRI I ul
Adaptadores Msel 1ul
ATP 0,4 mM
DTT 2,5 mM
Solugao de DNA clivado 25 ul
H,O (destilada) g.s.v.
Total 50 pul

Componentes da reacdo de pré-amplificacio de DNA — AFLP

Iniciadores para pré-amplificagdo ("kit" Perkin-Elmer) 1 ul
DNA clivado e ligado a adaptadores 1Tl
Mistura para pré-amplificagio ("kit" Perkin-Elmer) 15ul
H,O (destilada) 3ul

Total 20 pl
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Figura 7 - Graficos representando as bandas de AFLP



Componentes da reacdo de amplificacdo seletiva de DNA — AFLP
iniciadores EcoRI ("kit" Perkin-Elmer) 1 ul

gt

iniciadores Msel ("kit" Perkin-Elmer) Il

DNA pré-amplificado diluido 1:20

Mistura para amplificacao ("kit" Perkin-Elmer)

Total

Programa para pré-amplificacdo de DNA em termociclador — AFLP

94° C - 2 min
94° C - 1seg
69° C - 30min

56° C - 30 seg

72°C -2 min

1 ciclo

23 ciclos

1 ciclo

Programa para amplificacio seletiva de DNA em termociclador — AFLP

94°C - 2 min
94° C- 1seg
94° C- 1seg
94°C- 1 seg
94° C- 1 seg
94°C - 1 seg
94° C- 1 seg
94°C- 1seg
94°C- 1 seg
94°C- 1 seg
69° C - 30min

65° C - 30 seg
64° C - 30 seg
63° C - 30 seg
62°C-30seg
61°C-30seg
60° C - 30 seg
59° C - 30 seg
58° C -30 seg
57°C-30 seg
56° C - 30 seg

3.2.5. Anailise dos dados

Presenca e auséncia de bandas

72°C -2 min
72°C -2 min
72°C -2 min
72°C -2 min
72°C -2 min
72°C - 2 min
72°C -2 min
72°C -2 min
72°C -2 min
72° C -2 min

1 ciclo
1 ciclo
1 ciclo
1 ciclo
1 ciclo
1 ciclo
1 ciclo
1 ciclo
1 ciclo
23 ciclos
1 ciclo
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As bandas dos géis de RAPD foram computadas como presenga e auséncia e

registradas em tabelas com 1 representando presenga ¢ 0 representando auséncia.

As bandas dos géis de AFLP foram transformadas em picos, em graficos gerados

pelo programa GENOTYPER. Os picos foram computados como presenga ¢ auséncia e

registrados em tabelas de presenga/auséncia como para RAPD.
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As bandas dos géis de microssatélites também foram transformadas em picos, em
graficos gerados pelo programa GENOTYPER e igualmente registrados em tabelas de
presenga/auséncia.

As bandas geradas por microssatélites foram analisadas de duas maneiras: 1) -
como bandas independentes, sem relagdo de alelismo entre os fragmentos, da mesma
forma que as bandas de RAPD e AFLP. Para este caso sera usado do termo banda; 2) -
como alelos multiplos de locos distintos. Neste caso, sera usado o termo alelo ¢ as ban-

das que contém dois alelos iguais de individuos homozigotos, foram contadas em dobro.

Similaridade e distincia genética entre variedades de mandioca

Similaridade genética entre variedades de mandioca, duas a duas, foi estimada
pelo coeficiente proposto por Nei & Li (1979) a partir do algoritmo da Equagdo 1. Este
indice foi escolhido porque ndo inclui as bandas ausentes nas duas variedades compara-

das e da maior peso as bandas que sdo compartilhadas pelos individuos comparados.
S = 2a/(2at+b+c) (Eq. 1)

sendo:

S = similaridade

1 e j as duas variedades de mandioca comparadas
a = bandas presentes emie

b = bandas presentes apenas em 1

¢ = bandas presentes apenas em

Distancias genéticas foram estimadas como sendo :
Dy=1-8; (Eq. 2)
Foram computadas todas as bandas, tanto polimorficas como monomorfi-

cas. Alguns trabalhos utilizam somente bandas polimorficas para calculo de similaridade

¢ de distancia. Isso melhora a resolugdo de dendrogramas feitos a partir destes indices e



56

reduz o numero de dados manipulados nos programas estatisticos sem alterar as diferen-
cas relativas de similaridade. Mas também resulta numa subestimag@o dos valores ab-
solutos da similaridade e dificulta a comparacio entre diferentes trabalhos.

O calculo dos indices de similaridade foram feitos usando o programa NTSYS
(Rolf, 1992).

Existem outros indices de similaridade, baseados em outros algoritmos, muito
freqiientemente usados em trabalhos com marcadores de DNA. O indice de Jaccard
(Equagdo 3), assim como o indice de Nei & Li, também nédo considera bandas ausentes
no calculo de similaridade entre dois individuos. Num teste comparativo inicial, o indice
de Jaccard produziu valores de similaridade ligeiramente menores que o indice de Nei &
Li mas deu resultado idéntico no que se refere aos agrupamentos. A opgdo pelo indice de

Nei & Li e ndo de Jaccard foi arbitrana.

Sij = a/(a+b+c) (Eq. 3)

O indice baseado em Concordancia Simples (do inglés = "simple matching")
(Equagdo 4), inclui todas as bandas detectadas para o conjunto de individuos amostra-
dos, nas comparagdes dois a dois, mesmo que elas ndo estejam presentes em nenhum
destes dois individuos. A auséncia de uma banda em dois individuos € considerada um
indicador de similaridade igual a presenga de duas bandas nestes dois individuos. No
entanto a auséncia de uma banda pode ser devida a causas diversas e dois individuos
podem ndo ter esta banda por motivos diferentes, portanto compartilhar uma auséncia

ndo seria sinal de similaridade. Por esse motivo, ndo foi usado este indice.
Sij = (a + d)/(at+btc+d) (Eq. 4)

sendo:
S = similaridade
1 e j as duas variedades de mandioca comparadas

a = bandas presentes em 1 ¢ ]
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b = bandas presentes apenas em 1
¢ = bandas presentes apenas em j
d = bandas ausentes emi¢ j

O indice Das (Chakraborty & Jin, 1993), foi sugerido para calculos de similari-
dade quando se usa microssatélites. Para estes calculos, comparam-se dois individuos
loco a loco. Se os dois alelos no loco forem 1guais, a similaridade no loco € igual a 1. Se
apenas um alelo for igual nos dois individuos, o valor atribuido de similaridade € 0,5 e
se nenhum dos alelos for igual, o valor serd zero. A similaridade entre os individuos ¢
dada pela média de todos os locos.

Testes iniciais indicaram resultados muito semelhantes aos obtidos com os indi-
ces de Nei & Li ¢ Jaccard. A magnitude de valores de Dag foi intermedidria entre os
outros dois. Ndo houve alteragdo dos dendrogramas. Como ¢ um indice para ser usado
apenas com marcadores codominantes fo1 dada preferéncia para o indice de Nei & Li,
para facilitar a comparagio entre resultados de microssatélites, RAPD e AFLP.

Foram geradas matrizes de similaridade para os trés tipos de marcadores de DNA
separadamente. Comparagdes entre matrizes foram feitas usando o método ndo paramé-
trico de Spearman, que usa a ordenacdo dos valores para estabelecer as correlagdes. Foi
escolhido este método porque o tipo de distribuicdo dos valores de similaridade néo ¢
conhecida.

No entanto, a maioria dos trabalhos de avaliacdo de diversidade com marcadores
de DNA utiliza 0 momento-produto (r) para comparar matrizes de distdncia ou similari-
dade. Apesar deste método pressupor a distribuicdo normal dos dados, para efeito de
comparagdo com resultados de outros autores, os valores de r também serdo apresenta-
dos.

Todos os calculos foram feitos no programa EXCEL.

Dendrogramas
A partir das matrizes de distdncia foram feitos dendrogramas pelo método de

agrupamento hierarquico (SAHN) por pares de médias ndo ponderadas (UPGMA) (Sne-
ath & Sokal, 1973).
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Como os indices de distancia encontrados foram baixos, sobretudo para RAPD e
AFLP, para melhorar o aspecto dos dendrogramas, foram feitas adaptagdes nas escalas
graficas utilizadas.

Foi calculada a correlagdo cofenética para cada dendrograma, a fim de estabele-
cer o grau de adequagdo da representagdo grafica dos agrupamentos em relagdo as matri-
zes de distincia originais.

Todos os calculos foram feitos com o auxilio do programa NTSYS (Rolf, 1992) e

os graficos com o programa STATISTICA (STATSOFT Inco., 1996)

Analise de coordenadas principais (PCoA)

A representagdo grafica da dispersdo das variedades de mandioca em fungdo de
coordenadas principais, estabelecidas a partir das matrizes de distancia, foi preparada
com o programa STATISTICA (STATSOFT Inco, 1996).

A determinagdo dos novos "escores", dos autovetores, autovalores e da porcenta-
gem de variagdo representada pelas novas variaveis independentes (coordenadas princi-
pais) foi feita com o programa FITOPAC, desenvolvido por George John Shepherd da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Indices de diversidade

Para os locos de microssatélites foram estimados indices de diversidade (ID).
Estes indices reunem, em um Gnico valor, informagdes de namero de alelos e freqiiéncia
alélica.

O ID frequientemente ¢ apresentado na forma de H (heterozigozidade), quando se
trata de estudos populacionais em que a freqiiéncia alélica pode ser relacionada a pro-
porgdo de heterozigotos na populagéo. Como no presente estudo, ndo estamos estimando

parametros populacionais, foi adotada a terminologia indice de diversidade (Weir,
1990).

D=1-Yp°2 (Eq.5)
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Sendo p; a freqiiéncia do i¢simo alelo no grupo de plantas avaliado.

Distribuicio da diversidade genética entre e dentro de grupos de variedades de
mandioca

Foi estimada a variabilidade genética dentro de grupos, pela média das distancias
entre plantas de um mesmo grupo. A variabilidade genética entre grupos foi estimada
pela média das distancias entre as plantas de grupos diferentes (Chalmers et al., 1992).

Foram feitos calculos separados para cada tipo de marcador de DNA utilizado.

Para os dados de microssatélites também foi calculado o coeficiente de diferenci-
agdo genética Ggsr (Nei, 1973). Neste caso, as bandas geradas por cada par de iniciadores
foram analisadas como alelos, para cada um dos 11 locos.

O coeficiente de diferenciagdo genéetica para um loco ¢ dado por:
Gst =1-(Hs/Hr) (Eq. 6)

Sendo Hr a diversidade total no loco para todas as plantas analisadas, calculada

pela equacdo:

Hr=1-Xp° (Eq.7)
onde p; € a freqii€ncia do iésimo alelo no total de plantas analisadas.

E sendo Hs a diversidade média em um loco dentro dos grupos de plantas, calculada pela

equacio:

Hs= Y nhs/N 4 (Eq. 8)

onde n ¢ o numero de plantas do grupo, N € o niimero total de plantas e hg € a

diversidade encontrada em um loco em um grupo de plantas, dada pela equagio:

hs=2n(1-Xp?)/2n—-1 (Eq. 9)
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onde n € 0 numero de plantas do grupo € p; € a freqiiéncia do ié¢simo alelo deste
loco dentro do grupo. Esta equagdo foi utilizada, por propiciar a ponderagio das fre-
qiiéncias alélicas de cada grupo em funcao dos diferentes valores de n e por incluir um
fator de comre¢do de desvio em fun¢@o do pequeno numero de individuos nos grupos
(Nei, 1973).

Todos os calculos foram feitos no programa EXCEL.

Slatkin (1995) e Goodman (1997), propuseram uma variante, Rst, para o calculo
da distribui¢do da variabilidade em fun¢do de dados de microssatélites. Além de consi-
derar a freqii€ncia alélica, incorporaram a informagdo da variagdo do namero de repeti-
¢oes contidas no microssatélite para estimar distancias genéticas. Quanto maior a dife-
renga no numero de unidades repetitivas entre dois alelos, mator seria a distdncia genéti-
ca entre os individuos portadores destes alelos.

Essa abordagem estd apoiada no modelo de evolugdo chamado mutagéo passo a
passo (do inglés "stepwise mutation”), para os microssatélites, em que as alteragdes se
ddo sempre por acréscimo ou eliminagdo de uma unica unidade repetitiva em cada
evento (Valdes et al., 1993; Shriver et al., 1993).

No entanto essa metodologia implica no conhecimento das seqii€éncias flanquea-
doras ¢ da composicdo do microssatélite. Estas informagdes ndo estavam disponiveis
para os microssatélites utilizados neste trabalho.

Além disso, vem sendo demonstrado que ndo apenas alteragdes no numero de
elementos repetitivos causa variagdes alélicas mas também mutagdes de ponto e altera-
¢des nas regides flanqueadoras, o que torna necessaria uma certa cautela na adogéo da
estatistica Rst (Samadi et al, 1998; Kruglyak et al., 1998; Chakraborty et al., 1997, Der-
mitzakis et al., 1998; Nauta & Weissing, 1996).



61

4. RESULTADOS E DISCUSSAQO

4.1. Consideracdes gerais

A caracterizacgdo das 55 variedades de mandioca por meio dos 3 tipos de marca-
dores de DNA se iniciard com uma descri¢do detalhada dos padroes de bandas obtidos
segundo a metodologia descrita no capitulo 3.

O termo bandas, neste trabalho, refere-se primariamente aos sinais discretos que
se formam em géis de agarose ou acrilamida apos os procedimentos de eletroforese para
separacdo de fragmentos de DNA.

Por extensdo, o termo banda pode referir-se aos fragmentos de DNA que origi-
nam a formagao da banda no gel. Neste sentido, diz-se que uma planta possui determi-
nada banda quando fragmentos de seu DNA produzem esta banda no gel.

As bandas sdo identificadas pela posi¢ao relativa que ocupam no gel.

Assume-se que na regido do gel em que ser delineia uma banda estejam reunidos
fragmentos de DNA com mesmo comportamento eletroforético, mesmo comprimento €
mesmo peso molecular.

No caso dos microssatélites, assume-se que em uma banda estejam agrupados os
fragmentos de DNA correspondentes a um alelo. Neste caso, uma banda corresponde a
um alelo. Note-se que, em individuos homozigotos para um loco, os dois alelos 1guais
estardo contidos na mesma banda.

Como ja foi mencionado no capitulo Material € Métodos, as bandas geradas por
microssatélites foram analisadas de duas maneiras: 1) - como bandas independentes, sem
relagdo de alelismo entre os fragmentos, da mesma forma que as bandas de RAPD e
AFLP. Para este caso, sera usado do termo banda; 2) - como alelos multiplos de locos

distintos. Neste caso, sera usado o termo alelo.



4.2, Distribuicao geral das bandas de RAPD, AFLP e microssatélites
Nimero de bandas analisadas |

Foram analisadas 339 bandas, sendo 134 de AFLP, 156 de RAPD e 49 de mi-
crossatélites. As tabelas com a identificac@o das bandas, para cada tipo de marcador e

segundo sua presenca ou auséncia para as 55 plantas estudadas, estdo nos Anexos 1 a 3.

Bandas polimoérficas e monomaérficas

A primeira distingdo que se pode fazer € entre bandas polimorficas e monomorfi-
cas. Sdo chamadas polimorficas, as bandas que apresentam dois estados: presente ou
ausente. Sao chamadas monomorficas as bandas que apresentam apenas um estado: es-
tdo sempre presentes. A propor¢do de bandas polimorficas e monomorficas pode ser
vista na Tabela 3.

Os marcadores que apresentaram maior polimorfismo foram os microssatélites,
com 97,96% de bandas polimorficas, seguidos dos marcadores de AFLP, com 69,40% e

por ultimo os marcadores de RAPD, com 55,80%.

Freqiiéncia das bandas polimérficas

Frequéncia, refere-se a porcentagem de individuos analisados que apresentam a
banda. A Tabela 4 resume a informagdo: as bandas foram agrupadas em intervalos de
freqiiéncia para facilitar a analise.

Observa-se que os microssatélites apresentaram a maior propor¢ao de bandas de
baixa frequiéncia: 25% das bandas polimorficas tém freqtiéncia menor que 10%. Para os
marcadores de AFLP ¢ RAPD, as bandas com baixa freqiiéncia representam 10% e 8%
do total de bandas polimorficas, respectivamente.

Os marcadores de AFLP apresentaram a maior incidéncia de bandas de alta fre-
giiéncia: 32% do total de bandas polimorficas estd presente em mais de 80% das varie-
dades de mandioca. Quanto aos marcadores de RAPD, 23% das bandas polimorficas
esta presente em mais de 80% das variedades de mandioca. Os microssatélites tém ape-

nas 8% das bandas polimorficas com freqii€ncia superior a 80%.



Tabela 3 - Proporgito de bandas polimaérficas e monomerficas

Tipo de Monomorficas Polimérficas TOTAL
Marcador Namero % Nimero %o Niamero Yo
de bandas de bandas de bandas
RAPD 69 44.20 87 55,80 156] 100,00
AFLP 41 30,60 93 6940 134 100,00
Microssatélites 1 2,04 48 97.96 49 100,00
TOTAL 111 32,70 228 67,30 339] 100,00
Tabela 4 - Distribui¢io das bandas polimorficas segundo sua freqiiéncia *
Intervalos RAPD AFLP Microssatélites TOTAL
de freqiiéncia Nimero %o Numero %o Numero % Namero %
das bandas de bandas de bandas de bandas de bandas
>0-9 7 8.05 9 9.68 12 25,00 28] 12,28
10-19 11 12,64 13 13.98 5 10,42 291 12,72
20-29 13 17.24 5 538 9 18,75 291 12,72
30-39 9 10,34 11 11.83 5 10,42 251 10,96
40-49 35 5.75 3 5.38 6 12,50 16 7,02
50-59 4 4,60 11 11.83 2 4,17 17 7,46
60-69 8 9.20 5 538 1 2.08 14 6,14
70-79 8 9.20 4 4,30 4 8,33 16 7,02
80-89 13 14,94 16 17.20 2 4.17 31 13,60
90-99 7 8.05 14 15,05 2 4.17 231 10,09
TOTAL 87 100,00 93 100,00 48 100,00 2281 100,00
* Frequéncia = % de individuos que apresentam a banda.
Tabela S - Bandas ausentes nos grupos de variedades de mandioca
Regiao/Tipo RAPD AFLP Micreossatélites TOTAL n*
Namero % Numero Yo Nuamero % Numero Y
de bandas de bandas de bandas de bandas
Vale do Ribeira 21 13.46 17 12.69 18 36,73 56 16,52 9
AMAZONIA 1 0,64 1 0,75 0 0,00 2 0,59 45
Rio Solimbes 6 385 11 8.21 11 22,45 28 8,26 16
Rio Branco 9 5.77 13 9,70 14 28.57 36] 10,62 6
Rio Negro 5 3,21 2 1.49 6 12,24 13 3,83 23
Aipins 13 8.33 10 7.46 17 34.69 40 11,80 17
Bravas 2 1.28 3 2,24 1 2,04 6 1,77 38

* n = numero de plantas por grupo de variedades de mandioca
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4.3. Distribuicio das bandas por grupos de variedades de mandioca

Serdo usados dois critérios para agrupamento das variedades de mandioca, por
local de origem e por tipo. Quanto aos locais de origem, sdo quatro, os grupos: Rio Ne-
gro, Rio Branco, Rio Solimdes ¢ Litoral Sul do Estado de So Paulo.

Quanto aos tipos, sdo dois grupos: aipins (ou macaxeiras) e as demais variedades
(que serdo denominadas, neste trabalho, mandiocas bravas). Esta classificagdo foi feita a
partir dos nomes das variedades. E possivel que algumas plantas classificadas como

mandiocas bravas sejam, na realidade, aipins ou macaxeiras.

Total de bandas e bandas ausentes, por grupo de variedades de mandioca

Analisando a presenga e auséncia das bandas dentro dos grupos de variedades de
mandioca, de diferentes regides de origem, observa-se que nem todas as bandas estdo
presentes em todos os grupos. A Tabela 5 indica que a auséncia de bandas é mais acen-
tuada no grupo de plantas do Litoral de Sdo Paulo. Das 339 bandas analisadas, 56 estdo
ausentes neste grupo (cerca de 17%).

O conjunto de plantas oriundas da Amazonia apresenta praticamente todas as
bandas analisadas, faltando apenas 2 bandas (1%). Dentro deste conjunto de plantas, o
grupo do Rio Branco tem maior propor¢do de bandas ausentes: 11% do total de bandas.
O grupo do Rio Negro € o que apresenta menor freqi€ncia de bandas ausentes, apenas
4% do total. O grupo do Rio Solimdes tem um valor intermediario de bandas ausentes:
8% do total.

As proporgdes de bandas ausentes s@o maiores para bandas de microssatélites,
com 37% de bandas ausentes nas variedades do Litoral de Sdo Paulo, 29% no grupo do
Rio Branco, 22% do Rio Solimdes ¢ 12% do Rio Negro.

E de se esperar que nos grupos que tém menos variedades, sejam encontradas
menos bandas, mas ¢ de se notar que o grupo do Rio Branco, com apenas 6 variedades,
apresenta sempre mais bandas que o grupo de Litoral de Sao Paulo, com 9 variedades de
mandioca.

Quanto as diferengas entre aipins € mandioca bravas, como seria de esperar, o

grupo de 38 mandiocas bravas apresenta muito mais bandas que o grupo de 17 aipins.
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Apesar da diferenca na magnitude dos valores, os resultados obtidos com cada

tipo de marcador sdo equivalentes, na comparagéo entre grupos de variedades de mandi-

Qca.

Bandas polimérficas e monomoérficas, por grupo de variedades de mandioca

Dentre as bandas presentes em cada grupo de variedades de mandioca, a propor-
¢do de bandas polimorficas e monomorficas estd apresentada na Tabela 6. Observa-se
que, em relag@o as regides de origem, as plantas do grupo do Litoral de Sdo Paulo con-
tam com menor propor¢do de bandas polimdrficas: 47% do total de bandas presentes.
Dentre as variedades da Amazonia, o grupo do Rio Negro apresenta maior proporg¢io de
bandas polimoérficas (62% das bandas presentes), seguido do grupo do Rio Solimdes
(58%) e do Rio Branco (51%). Estas observagdes também sao validas para cada um dos
trés tipos de marcador, se tomados isoladamente.

Em relagdo as mandiocas bravas e aipins, 57% e 65% das bandas sio polimorfi-
cas respectivamente, sendo que, esta diferenga se mantém, examinando cada marcador

separadamente.

Freqiiéncia das bandas polimérficas, por grupo de variedades de mandioca

A distribuig@o das bandas polimérficas segundo sua freqiiéncia, em cada um dos
grupos, ¢ dada na Tabela 7. Em relagdo aos grupos de diferentes regides de origem, ob-
serva-se que ndo ha bandas de muito baixa freqiiéncia (freqiiéncia < 10%) nos grupos do
Litoral de Sdo Paulo e do Rio Branco. Para as variedades do Rio Solimdes, 9% das ban-
das polimérficas tém freqi€ncia menor que 10% e para o Rio Negro 16% das bandas sdo
de baixa freqiiéncia. Para o conjunto de plantas da Amazonia, 14% das bandas tém fre-
qiiéncia inferior a 10%.

Analisando as bandas de microssatélites separadamente, pode-se observar um
grande contraste de freqiiéncia das bandas entre os grupos. Se juntarmos as bandas com
menos de 30 % de freqiiéncia, veremos que elas representam apenas 16% das bandas no
grupo de variedades do Litoral de Sao Paulo e 52% para as plantas da Amazonia. Este

forte contraste também existe entre aipins e mandiocas bravas, para as quais a



Tabela 6 - Proporcio de bandas monomorficas e polimérficas, por grupe de variedades de mandioca
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Regiiao/Tipo TOTAL

Monomérficas % Polimorficas Yo Total %
Litoral SP 149 52,65 134 47,35 283 100,60
AMAZONIA 113 3353 224 66,47 337 100,00
Rio Solimdes 130 41,80 181 58.20 311 100,00
Rio Branco 149 49,17 154 50,83 303 100,00
Rio Negro 123 37.73 203 6227 326 100,00
Aipins 130 43.48 169 56,52 299 100,00
Bravas 115 34.53 218 635,47 333 100,06
Regiao/Tipo RAPD

Monomorficas %o Polimorficas Yo Total %%
Litoral SP 79 58,52 56 41.48 135 100,00
AMAZONIA 70 45.16 83 54.84 155 100,00
Rio Solimbes 75 50,00 75 50.00 150 100,00
Rio Branco 84 37.14 63 42,86 147 100,00
Rio Negro 74 4901 77 50,99 151 100,00
Alipins 74 51,75 69 8,25 143 100,00
Bravas 71 46,10 83 53.90 154 100,00
Regido/Tipo AFLP

Monomorficas % Polimarficas Yo Total Yo
Litoral SP 65 55,56 52 44 44 117 100,00
AMAZONIA 42 31.58 91 68.42 133 100,00
Rio Solimdes 51 41,46 72 58.54 123 100,00
Rio Branco 62 51,24 59 48,76 121 100,00
Rio Negro 47 3561 85 6439 132 100,00
Aipins 54 43,55 70 56,45 124 100,06
Bravas 43 32.82 88 67,18 131 106,00
Regiao/Tipo Microssatélites

Monomaérficas % Polimorficas % Total Yo
Litoral SP 5 16,13 26 83,87 31 100,00
AMAZONIA 1 2,04 48 97,96 49 100,00
Rio Solimaes 4 10,53 34 89,47 38 100,00
Rio Brance 3 8,57 32 91,43 35 100,60
Rio Negro 2 4,65 4] 9535 43 100,00
Aipins 2 25 30 93,75 32 100,060
Bravas 1 2,08 47 97,92 48 100,00




Tabela 7 - Distribuicio das bandas polimérficas segundo sua freqiiéncia, por grupo de variedades de dioca
Litoral SP
Intervalos RAPD AFLP Microssatélites TOTAL
de fregiiéncia Namero Yo Nimero %Yo Namero Yo Numero Yo
das bandas de bandas de bandas de bandas de bandas
>0 - 0,89 0 0,00 Q 0,00 0 Q.00 0 0,00
0,10 - 0,19 11 19,64 9 17.31 2 7.69 22 16,42
0,26 - 0,29 9 16,07 8 15.38 2 769 19 14,18
0,30 - 0,39 5 8,93 4 7.69 6 23.08 15 11,19
0,40 - 0,49 4 7,14 6 11,54 1 385 11 8,21
0.50 - 0,59 5 8,93 5 9.62 3 11.54 13 9,70
0.60 - 0,69 1 1.79 4 7.69 2 769 7 5,22
0,76 - 6,79 8 14,29 5 9.62 7 26.92 20 14,93
0,80 - 0,89 13 2321 11 2113 3 11.34 27 20,15
0,96 - 0,99 0 0,00 0 0,00 0 0.00 0 0,80
TOTAL 56 100,00 52 100,00 261 100,00 134 100,00
AMAZONIA
Intervalos RAPD AFLP Microssatélites TOTAL
de freqiiéncia Namero % Namero % Namero Yo Numero Y%
das bandas de bandas de bandas de bandas de bandas
>{ - 0,09 6 7.06 11 12,09 14 2917 31 13,84
0,10 -0,19 12 14.12 9 9.89 3 6.25 24 10,71
0,20 - 0,29 11 12,94 9 9,89 8 16.67 28 12,50
0,30 - 0,39 12 14,12 8 8.79 8] 16.67 28 12,50
0,40 - 0,49 6 7.06 6 6.59 5 10.42 17 7,59
0,50 - 0,59 0 0.00 5 5.49 2 4.17 7 3,13
0,60 - 0,69 7 8,24 9 9.89 0 0,00 16 7,14
0,70-0,79 11 12.94 7 7.69 2 4,17 20 8,93
0,80 - 0,89 12 14,12 13 14,29 4 8.33 29 12,95
0,90 - 0,99 8 9.41 14 15.38 2 417 24 10,71
TOTAL 85| 100,00 91 100,00 48| 100,00 2241 100,00
Rio Rio Solimdes
Intervales RAPD AFLP Microssatélites TOTAL
de freqiiéncia Namero Yo Numero % Namero Yo Namero Yo
das bandas de bandas de bandas de bandas de bandas
> - 0,09 5 6,67 5 6.94 7 20,59 17 9,39
0,16-0,19 7 933 7 9,72 51, 47N 19 10,50
0,20 - 0,29 12 16,00 7 9,72 3 8.82 22 12,15
0,30 - 0,39 7 933 10 13.89 5 1471 22 12,15
0,40 - 0,49 9 12,00 4 5.56 2 5.88 15 8,29
0,50 - 0,59 3 4,00 9 12,50 4 11,76 16 8,84
0,60 - 0,69 9 12,00 7 9,72 4 11,76 20 11,05
0,70 - 0,79 11 14,67 5 6,94 2 5.88 18 9,94
0,80 - 0,89 8 10,67 15 20,83 2 5.88 25 13,81
0,90 - 6,99 4 5,33 3 4,17 0 0,00 7 3,87
TOTAL 751 100,00 721 100,00 341 100,00 181} 100,00
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Tabela 7 - Distribuicfio das bandas pelimérficas segundo sua freqiiéncia, por grupo de variedades de mandioca

(Continuacio)
Rio Branco
Intervalos RAPD AFLP Micressatélites TOTAL
de freqiiéncia Namero %o Namero Yo Namero Yo Namero Yo

das bandas de bandas de bandas de bandas de bandas
>{) - 6,09 0,00 Q 0,00 0 0.00 0 0,00
0,10-0,19 12 19,05 17 28.81 7 21,88 36 23,38
0,20 - 0,29 0 0,00 0 0,00 0 0.00 1] 0,00
0,30 - 0,39 18 28,57 7 11.86 7 21,88 32 20,78
0,40 - 6,49 0 0,00 0,00 0 0,00 0 0,00
0,50 - 0,59 10 15,87 13 22,03 13 40,63 36 23,38
0,60 - 0,69 13 20,63 7 11.86 2 6,25 22 14,29
0,70 - 0,79 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1] 0,00
0,80 - 0,89 10 15,87 15 2542 3 9.38 28 18,18
0,96 - 0,99 0 0,00 0 0,00 0 0,00 [ 0,00
TOTAL 63 100,00 591 100,00 321 100,60 154 100,00

Rio Negro
Intervalos RAPD AFLP Microssatélites TOTAL
de freqiiéncia Nimere % Numero Yo Nimero %Yo Namero %

das bandas de bandas de bandas de bandas de bandas
> - 0,09 12 15.58 12 14,12 8 19,51 32 15,76
0,10 - 0,19 6 7.79 7 8,24 6 14,63 19 9,36
0,20 - 0,29 4 5,19 9 10.59 4 9.76 17 8,37
0,30 - 0,39 10 12,99 10 11.76 8 1951 28 13,79
0,40 - 0,49 7 9,09 5 5.88 4 9.76 16 7,88
0,50 - 0,59 6 779 4 4,71 1 2.44 11 5,42
0,60 - 0,69 7 9.09 i 1,18 4 9.76 12 591
0,76 - 0,79 9 11,69 15 17.65 2 4,88 26 12,81
0,80 - 0,89 7 9,09 10 11,76 1 2.44 18 8,87
0,90 - 0,99 9 11.69 12 14.12 3 7.32 24 11,82
TOTAL 77{ 100,00 851 100,00 41} 100,00 203 1,60
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Tabela 7 - Distribuicio das bandas polimdrficas segundo sua freqiiéncia, por grupe de variedades de mandioca

{Continuag¢iio)
Adpins
Intervalos RAPD AFLP Microssatélites TOTAL
de fregiiéncia Nimero % Namero Yo Namero % Namero %

das bandas de bandas de bandas de bandas de bandas
> - 0,09 7 10,14 7 10,00 0 0,00 14 8,28
0,10 - 0,19 11 15,94 12 17.14 1 3.33 24 14,20
0,20 - 0,29 10 14.49 7 10,00 3 16.67 22 13,02
0,30 - 0,39 5 7.25 2 2.86 4 13,33 11 6,51
0,40 - 0,49 3 4,35 5 7,14 1 333 9 5,33
0,50 - 6,59 3 4,35 7 10,00 7 2333 17 10,06
0,60 - 0,69 3 4.35 6 8.57 3 10.00 12 7,10
0,76 - 0,79 7 10,14 3 4,29 3 10,00 13 7,69
0,80 - 0,89 9 13,04 1 1571 3 10.00 23 13,61
0,90 - 0,99 11 15,94 10 14.29 3 10.00 24 14,20
TOTAL 69 100,00 70 100,00 301 100,060 169 100,00

Mandiocas bravas
Intervalos RAPD AFLP Microssatélites TOTAL
de fregiiéncia Namero Yo Nuamero Yo Numero Yo Numero %

das bandas de bandas de bandas de bandas de bandas
> - 0,09 6 7,23 9 10,23 14 29.79 29 13,30
0,10 - 0,19 14 16,87 10 11.36 4 8,51 28 12,84
0,20 - 0,29 8 9.64 8 9,09 12 25,53 28 12,84
0,36 - 0,39 11 13,25 7 7.95 4 8,51 22 10,09
0,40 - 0,49 4 4,82 6 6,82 2 4.26 12 5,50
0,50 - 0,59 3 3,61 8 9.09 1 213 12 5,50
0,60 - 0,69 4 482 5 5,68 2 4,26 11 5,05
0,70 - 0,79 16 19.28 9 10.23 1 213 26 11,93
0,86 - 0,89 12 14,46 13 1477 5 10,64 30 13,76
0.90 - 0,99 5 6,02 13 14.77 2 4.26 20 9,17
TOTAL 83 100,00 88 100,00 471 100,00 218 100,00
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porcentagem de bandas com frequéncia menor que 30% ¢ de 65% ¢ 20 % respectiva-
mente.
Nos Anexos 4 a 6 , estdo apresentadas as freqiiéncias de cada banda dentro de

cada grupo de variedades de mandioca.

4.4. Analise dos alelos de microssatélites
Distribuicao dos alelos de microssatélites

A Tabela 8 apresenta o numero de alelos diferentes de cada microssatélite, por
grupo de variedades de mandioca. Observa-se que o numero total de alelos por loco va-
ria de 2 a 8, com uma meédia geral de 4,5 alelos por loco.

O Anexo 7 contém os genotipos das 55 variedades de mandioca para os 11 locos

de microssatélites.

Distribuicao das combinacoes de alelos de microssatélites

A partir dos 49 alelos existentes nos 11 locos, 216 diferentes combinagdes de
alelos sdo possiveis. Destas, 93 foram efetivamente encontradas no conjunto das 55
plantas. O namero de diferentes combinagdes de alelos, por loco, variou de 2 a 16, com
média de 8,5.

O Anexo 8 mostra a distribuigdo destas 93 combinacdes de alelos nos grupos de
plantas.

A Tabela 9 resume a informagdo sobre numero de combinagdes diferentes por
grupo de plantas. Quanto as diferentes regides de origem, 0 grupo que contém maior
namero de combinagdes distintas € o do Rio Negro, com 63 combinagdes de alelos, se-
guido do Rio Solimdes, com 53, Rio Branco, com 44 ¢ finalmente Litoral de Sdo Paulo
com 32 diferentes combinagdes de alelos nos 11 locos.

Quanto as mandiocas bravas e aipins, as diferentes combinagdes de alelos en-

contradas nos dois grupos sdo 45 e 83, respectivamente.
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Tabela 8 - Numero de alelos em 11 micr télites, por grupo de variedades de mandioca

Microssatélite R. Negro |R. Branco |R. Solimées AMAZONIA |Litoral SP |TOTAL Aipins Bravas
GA136 5 3 3 6 3 6 3 6
GA126 3 4 6 6 5 6 5 3
GA012 3 3 3 3 3 3 3 3
GA131 7 5 5 8 3 8 3 3
GA134 3 2 2 3 2 3 2 3
GA013 2 1 1 2 1 2 1 2
GA140 3 5 3 6 4 6 4 6
GAD21 4 4 2 6 3 6 3 6
GAGGS 3 3 3 3 2 3 3 3
GAO57 4 3 4 4 3 4 3 4
GAO16 2 2 2 2 2 2 2 2
Total 43 35 38 49 31 49 32 48
Tabela 9 - Namero de combinagbes de alelos em 11 locos de microssatélites, por grupo de variedades de mandioca
Microssatélite R. Negro |R. Brance |[R. Solimaes AMAZONIA |Litoral SP |TOTAL Aipins Bravas
GA136 9 4 8 12 3 12 4 12
GA126 8 4 6 10 3 12 7 8
GA012 4 6 5 6 3 6 4 6
GA131 9 6 10 15 3 15 5 12
GA134 4 2 2 4 2 4 2 4
GA013 2 I 1 2 1 2 1 2
GA140 8 6 6 135 3 16 5 15
GAO21 5 4 3 7 3 9 4 7
GAGGS 6 4 4 6 2 6 4 6
GA057 5 5 6 8 4 8 6 8
GAO16 3 2 2 3 3 3 3 3
Total 63 44 53 88 32 93 45 83
Tabela 10 - Fregiiéncia de heterozigotos em 11 microssatélites, por grupo de variedades de mandioca (em %)

Microssatélite R. Negro {R. Branco {R. Solimées AMAZONIA [Litoral SP [TOTAL Aipins Bravas
GA136 86,96 83.33 87.50 86.67 88,89 87,27 94,12 84,21
GA126 60,87 50,00 81.25 66,67 88,89 70,91 94,12 60,33
GAO012 60,87 50,00 50,00 55,56 71,78 60,00 82,35 50,00
GA131 91,30 83,33 87.50 88,89 100,00 90,91 88,24 92,11
GA134 52,17 50,00 6,25 35,56 55,56 38,18 58,82 28,95
GAO13 4,35 0,00 0.00 222 0,00 1,82 0.00 2,63
GAl40 82,61 50,00 87.50 80,00 100,00 83,64 88,24 81,58
GA021 43,48 66,67 18,75 37.78 100,00 49,09 88,24 31,58
GAGGS 47 83 30,00 3125 42,22 77,78 47,27 70,59 36,84
GA057 43,48 66,67 56,25 51,11 66,67 54,55 76,47 44,74
GAO16 26,09 33,33 37.50 31,11 66,67 36,36 64,71 23,68
Média 54,55 53,03 49,43 52,53 74,78 56,36 73,26 48,80




Freqiiéncia de heterozigotos para os 11 locos de microssatélites

A freqiiéncia de individuos heterozigotos, por loco, varia de 2% para o micros-
satélite GAO13 a 91% para o microssatélite GA131, com média de 56%, no total de 55
plantas (Tabela 10). Detalhes sobre heterozigosidade estdo no Anexo 9.

O grupo de plantas que apresenta maior freqié€ncia de plantas heterozigotas é o
do Litoral de S&o Paulo, com 75% de média para os 11 locos. Segue o grupo do Rio Ne-
gro, com 55%, do Rio Branco, com 53% ¢ do Rio Solimdes, com 49%. Tomadas em
conjunto, as plantas provenientes da Amazonia apresentam frequiéncia média de indivi-
duos heterozigotos de 53%.

Comparando as mandiocas bravas e aipins, encontra-se em média 73% de plantas
heterozigotas entre os aipins € 49% entre as mandiocas bravas.

Quanto a proporgdo de locos de microssatélites heterozigotos dentro de cada va-
riedade de mandioca, encontra-se um valor minimo de 23% de locos heterozigotos
(DGO65, DG116, DG122 e DG125) e um maximo de 91% (DG45, DG61 e DG68). O
valor médio ¢ de 56%.

A porcentagem média, de locos heterozigotos por planta, nos diferentes grupos,
¢: 74% para o Litoral de Sdo Paulo, 55% para o Rio Negro, 53% para o Rio Branco e
49% para o Rio Solimdes. Entre os aipins, a porcentagem média de locos heterozigotos

por planta ¢ 73% e entre as bravas 49%.

indices de diversidade genética para os locos de microssatélites

Na Tabela 11, estdo os Indices de Diversidade (ID) calculados para cada loco de
microssatélites, para cada grupo e para o total de plantas. Os valores de ID total se dis-
tribuem entre ID = 0,02 ¢ ID = 0,79, com média de ID = 0,55.

Comparando os indices encontrados para cada regido, observa-se valores médios
semelhantes, com o grupo do Rio Solimdes mostrando um diversidade um pouco menor
que os demais grupos. No entanto, tomando os locos separadamente, hd uma considera-
vel variagdo de indices de diversidade entre as regides. Um exemplo ¢ o loco GA126,
com os indices de diversidade ID = 0,65, ID =042, ID =0,59, ID =0,56 ¢ ID = 0,77

para as diferentes regides.
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Quanto aos indices de diversidade, para os aipins, em média foram um pouco
maiores que das mandiocas bravas: ID = 0,51 e ID = 0,55, respectivamente. Mas em trés
locos, a situacdo foi inversa.

Foram feitas estimativas da distribuigfo da diversidade entre e dentro dos grupos
através dos coeficientes de diferenciagdo genética (Gsr). Os resultados destes calculos
estdo nas Tabelas 12 e 13. Os valores de Hr s8o 0s mesmos apresentados com a denomi-
nacdo de indices de diversidade (ID), na Tabela 11 (vide metodologia no capitulo 3,
item 3.2.5).

A maior parte da diversidade genética esta concentrada dentro dos grupos. No
agrupamento por regido de origem o valor médio de Ggy = 0,07 enquanto que no agru-

pamento por tipo o valor ndo passa de Gsy = 0,04.

4.5. Andlise dos indices de similaridade entre as 55 variedades de mandioca

Os indices de similaridade de Nei & Li, gerados a partir dos trés tipos de marca-
dor de DNA para as 55 variedades de mandioca, estdo apresentados na forma de matri-
zes de similaridade nos Anexos 10 a 12.

A Tabela 14 apresenta de forma resumida os valores médios, minimos e
maximos de similaridade, por tipo de marcador. Em fun¢@o do maior polimorfismo en-
contrado para os microssatélites, tanto o indice médio de similaridade como a amplitude
de variagdo entre minimo ¢ maximo refletem uma variabilidade genética maior que a
encontrada por meio de RAPD e AFLP.

Para os marcadores de RAPD e AFLP, os indices de similaridade sdo altos, com
média de S = 0,85 para AFLP ¢ S = 0,89 para RAPD. A amplitude de variagdo dos indi-
ces de similaridade para RAPD e¢ AFLP néo foi muito grande: minimo de S = 0,81 e
maximo de S = 0,89 ¢ minimo de S = 0,75 e maximo de S = 1,00, respectivamente. Ja
para microssatélites, o valor minimo de similaridade entre duas plantas foi de S=0,24 ¢
o maximo foi de S = 1,00, com média de S = 0,59.

Calculando os indices de similaridade a partir das 339 bandas dos trés marcado-
res, a maior diversidade revelada pelos microssatélites fica diluida em fungido do niimero

significativamente menor de bandas disponiveis para este marcador em relagéo aos ou-



Tabela 11 - Indices de diversidade (ID), para 11 locos de microssatélite, por grupo de variedades de mandioca
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R. Negro | R. Branco | R. Solimdes Amazdnia Litoral SP | TOTAL Aipins Bravas
GAO012 0,51 0,67 0,58 0.59 0.54 0,59 0,62 0,56
GAO013 0,04 0,00 0,00 0,01 0.00 8,02 0,00 0,03
GA016 0.23 0.44 0,30 0.33 0,49 0,34 0,47 0,25
GAQ21 0,52 0,65 0,50 0.56 0,62 0,60 0,62 0,48
GA0S7 0,43 0,65 0,57 0.55 0.62 0,58 0,64 0,50
GA126 0,65 0.42 0,59 0,56 0,77 0,68 0,76 0,59
GA131 0,74 0,76 0,77 0,76 0.66 0,79 0,67 0,77
GA134 0,52 0,38 0.06 0,32 0,40 0,38 0,42 0,38
GA136 0,74 0,63 0,69 0.69 0,54 0,72 0,61 0,74
GA140 0,74 0,78 0.72 0,75 0.66 0,79 0,66 0,78
GAGGS 0,57 0,50 0.52 0.53 0.48 0,57 0,54 0.48
Meédia 0,52 0,53 0,48 0,51 0,53 0,55 0,55 0,51

Tabela 12 - Valores de Ggy, Hy, e Hg para 11 locos de microssatélite

Variedades de mandioca agrupadas por regido de origem*

Hy Hy Gy
GAO12 0,59 0,55 0.06
GAO013 0.02 0,02 0,00
GAO16 0,34 0,32 0,07
GA021 0,60 0,54 0,09
GAO0S7 0,58 0,53 0,08
GA126 0.68 0,63 0.07
GA131 0,79 0,74 0,06
GA134 0,38 0,35 0,09
GA136 0.72 0,68 0,06
GA140 0,79 0,73 0,08
GAGGS 0,57 0.53 0,07
Média 0,55 0,51 0,07

Tabela 13 - Valores de Ggy, Hy, € Hg para 11 locos de microssatélite

Variedades de mandioca agrupadas por tipo *

Hy Hy Ger
GAO012 0,59 0.59 0,00
GAO13 0,02 0,02 -0,01
GAO16 0,34 0,32 0,05
GA021 0,60 0.53 0.11
GAO0S7 0,58 0,55 0,04
GA126 0,68 0,66 0,03
GA131 0,79 0,75 0,04
GA134 0,38 0,40 -0,04
GA136 0,72 0,71 0.01
GA140 0,79 0,76 0.04
GAGGS 0,57 0.51 0,11
Média 0,55 0,53 0,04

(*) Hy= Diversidade média total
Hs = Diversidade média nos grupos

Gsr= Coeficiente de diferenciagao genética
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tros dois. O valor médio de similaridade encontrado foi 0,85, com minimo de 0,78 ¢

maximo de 0,99.

Indices de similaridade entre e dentro dos grupos de variedades de mandioca

Nas Tabelas 15 a 17, estdo os indices médios de similaridade entre plantas dentro
(na diagonal) e entre regides, para cada tipo de marcador. Observa-se que ha uma ten-
déncia, ainda que pequena, da similaridade ser maior entre as plantas de uma mesma
regido que entre plantas de regides diferentes.

Essa tendéncia € mais clara na matriz baseada em dados de microssatélites. Por
isso, a Tabela 17 sera analisada com mais detalhe. A situagdo mais contrastante ¢ das
plantas provenientes do Litoral de Sdo Paulo: o indice médio de similaridade dentro do
grupo ¢ S = 0,71, enquanto que entre estas 9 plantas e as plantas do Rio Solimdes ¢ do
Rio Branco, o indice médio ¢ S = 0,58 ¢ em relagio as plantas do Rio Negro este indice
¢ de apenas S=0,51.

A situagdo menos contrastante € das plantas provenientes do Rio Branco. O indi-
ce de similaridade médio dentro do grupo de 6 plantas ¢ S = 0,58, igual ao indice médio
encontrado na comparag¢io destas plantas com as do Rio Solimdes, € muito préximo do
encontrado na comparagio com as plantas do Litoral de S&o Paulo com S = 0,57. O
indice € um pouco menor na comparacdo com as plantas do Rio Negro: S= 0,52.

Para as variedades do Rio Solimdes, o indice médio de similaridade dentro do
grupo ¢ S =0,61. Nas comparagdes com 0s outros grupos, os valores encontrados sdo
S =0, 58 em relagdo as plantas do Rio Branco ¢ S = 0,57 em relagdo as plantas do Rio
Negro e do Litoral de Sdo Paulo.

O grupo do Rio Negro, assim como os outros dois grupos de plantas da
Amazonia, também apresenta uma média de similaridade dentro do grupo (S = 0,62)
menor que a encontrada no grupo do Litoral de Sdo Paulo. Na comparagdo entre grupos,
os indices médios de similaridade sdo S = 0,57, S= 0,52 ¢ S = 0,51, em relagdo as plan-
tas do Rio Solimdes, Rio Branco ¢ Litoral de Sdo Paulo, respectivamente.

Quanto aos dois tipos , a similaridade também foi1 mator dentro de grupos do que

entre grupos, para os trés marcadores (Tabela 18). Assim como no agrupamento



Tabela 14 - Indices de similaridade de Nei & Li, entre 55 variedades de mandioca
(Média, minime ¢ méximo, por tipo de marcador: RAPD, AFLP e microssatélites)

RAPD AFLP Microssatélites TODOS

Média 0,89 0.85 0,59 0,85
Minimo 0.81 0,75 0.24 0.78
Maximo 0.99 1,00 1.00 0,99
Tabela 15 - Indices médios de similaridade entre ¢ dentro de regides
Indice de Nei & Li, a partir de 156 bandas de RAPD

Rio Negro Rio Branco Rio Solimaes Litoral SP
Rio Negro 0,89
Rio Branco (.88 0.88
Rio Solimies 0.88 0.88 0,88
Litoral SP 0.88 0.88 0.88 0,92
Tabela 16 - Indices médios de similaridade entre ¢ dentro de regides
Indice de Nei e Li, a partir de 134 bandas de AFLP

Rio Negro Rio Branco Rio Solimdes Litoral SP
Rio Negro 0,85
Rio Branco 0.84 0.86
Rio Solimdes 0.84 0.84 0,85
Litoral SP 0,82 0.86 0.83 0,89
Tabela 17 - Indices médios de similaridade entre ¢ dentro de regides
Indice de Nei e Li, a partir de 49 bandas de microssatélites

Rio Negro Rio Brance Rio Solimoes Litoral SP
Rio Negro 0,62
Rio Brance 0,52 0,58
Rio Solimdes 0,57 0.58 0,61
Litoral SP 0,51 0,57 0,57 0,71

Tabela 18 - Indices médios de similaridade entre ¢ dentro dos grupos
de variedades de mandioca, por tipo, para trés marcadores de DNA

Tipo RAPD AFLP Microssatélites

Entre grupes 0,87 0,83 0,53
Aipins 0.91 0,88 0,68
Bravas 0,89 0,85 0,59
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por regides, os indices de similaridade baseados em bandas de microssatélites mostram
melhor essa tendéncia do que os outros marcadores: o valor médio de similaridade den-
tro do grupo de aipins foi S = 0,68, e do grupo de mandiocas bravas foi S = 0,59, en-
quanto que entre os dois grupos o valor médio de similaridade, baseado em microssaté-

lites, foi de S = 0,53.

Representac¢ao grafica da similaridade entre grupos de variedades de mandioca

Usando as Tabelas 15, 16 € 17 como matrizes de similaridade entre grupos, se-
gundo a regido de origem das plantas, foram gerados os dendrogramas da Figura 8.

Os dendrogramas baseados em bandas de RAPD e AFLP sdo semelhantes ¢ indi-
cam maior similaridade entre as variedades do Litoral de Sdo Paulo e Rio Branco, em
um ramo, € em outro ramo, uma similaridade menor entre as variedades do Rio Soli-
moes ¢ Rio Negro.

O dendrograma baseado em bandas de microssatélites tem uma arquitetura dife-
rente, com o grupo do Rio Negro isolado em um ramo e os outros trés juntos no outro
ramo. O grupo do Rio Branco, que estava mais proximo do Litoral de Sdo Paulo, agora
aparece mais proximo ao grupo do Rio Solimdes.

Um aspecto semelhante dos trés dendrogramas € que as variedades de mandioca

do Rio Negro sdo as mais distantes, geneticamente, das variedades do Litoral de Sdo

Paulo.

4.6. Agrupamento das S5 variedades de mandioca por similaridade

Foram gerados 3 dendrogramas para cada tipo de marcador de DNA utilizado e
um dendrograma a partir de uma matriz de similaridade baseada no total de 339 bandas
dos trés marcadores.

As escalas de similaridade sdo diferentes para cada dendrograma, de modo a oti-
mizar a resolucdo de cada um deles (Figuras 9 a 12).

Os trés dendrogramas elaborados a partir de um so tipo de marcador tém topogra-
fias diferentes. No entanto, um aspecto € comum aos trés: a existéncia de um ramo em

que estdo contidas todas as variedades do Litoral de Sdo Paulo (que também sdo aipins),
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a variedade comercial Mantiqueira, todas as Macaxeiras da Amazénia e mais as varieda-
des DG67 € DG117. Além destas 19 variedades, a DG 65 também esta presente neste
ramo, muito proxima a Mantiqueira, nos dendrogramas baseados em microssatélites e
AFLP. Sobre a DG 117, que ¢ quase idéntica, geneticamente, a DG 118, ndo ha infor-
magao sobre o tipo: macaxeira ou brava. Pode ser um caso de erro por troca de material
na colegdo de germoplasma.

Este ramo, nos dendrogramas baseados em microssatélites, AFLP e no total de
bandas, ¢ dividido em dois sub-ramos. Estes sub-ramos incluem variedades diferentes
em cada caso.

Nzo ha outros agrupamentos comuns aos trés dendrogramas. Os dendrogramas
baseados em RAPD e AFLP nao tém agrupamentos muito claros, refletindo os altos in-
dices de similaridade entre as variedades que se obtém usando estes marcadores.

A similaridade particularmente acentuada entre algumas plantas se reflete em sua
vizinhanga nos trés dendrogramas: € o caso das variedades DG 38 ¢ DG 112, DG40 ¢
DG 41,DG 138 e DG 120, DG 117 e DG 118, DG 128 ¢ DG 131, DG 49 ¢ DG 59, DG
130 e DG 132, DG 58 ¢ DG 52, DG 43 ¢ DG 51. Outras duplas de variedades muito
similares em relagdo a um tipo de marcador ndo estdo apresentadas juntas em outros
dendrogramas, como ¢ o caso das variedades DG 68 e DG 61 ¢ as variedades DG 137
(Mantiqueira) e DG 65, que aparecem juntas dos dendrogramas feitos a partir de AFLP ¢
microssatélites mas ndo estdo juntas no dendrograma baseado ém RAPD.

No dendrograma baseado em microssatélites, a variedade DG 42 aparece isolada
em um ramo proprio. No dendrograma baseado em AFLP, esta variedade estd em um
sub-ramo isolado de um ramo que engloba outras seis variedades dos grupos Rio Soli-
mdes ¢ Rio Branco. No dendrograma baseado em RAPD, a DG 42 esta incluida no mai-
or dos ramos, distante das seis variedades de que se aproximava no dendrograma basea-
do em AFLP.

O dendrograma baseado no total de bandas dos trés marcadores néo ¢ mais in-

formativo do que os outros. Mantém as mesmas tendéncias apontadas para os anteriores.
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Distincia = 1 — indice de similaridade de Nei & Li. Agrupamento por UPGMA
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Tabela 19 - Correlagoes cofenéticas

Para matrizes de similaridade geradas a partir de bandas de 3 tipes de marcador de DNA

Indice de similaridade de Nei e Li Correlagdes produte-momento (r) *

84

r Z t p
RAPD 0,81283 1.157.291 17,214 0.001
Microsatélites 0,73261 492 808 23.897 0.00}
AFLP 0.68586 1.055.480 23,887 0.001
Todos 0.83644 1.052.,049 29.340 0.001
Tabela 20 - Correlagdes entre 4 matrizes de similaridade geradas a partir de
trés tipos de marcadores de DNA (RAPD, microsatélites e AFLP)
fndice de similaridade de Nei & Li. Correlacdes produte-momento (r)
RAPD Microsatélites AFLP TODOS
RAPD 1 0,344 0.408 0.791
Micresatélites 0,344 1 0,378 0.666
AFLP 0,408 0.378 1 0813
TODOS 0.791 0.666 0813 1
Tabela 21 - Correlagdes entre 4 matrizes de similaridade geradas a partir de
trés tipos de marcadores de DNA (RAPD, microsatélites e AFLP)
indice de similaridade de Nei & Li. Correlacdes por ordenaciio de Spearman
RAPD Microsatélites AFLP TODOS
RAPD 1 0.296 0.367 0.774
Microsatélites 0.296 1 0,310 0.606
AFLP 0.367 0.310 1 0,786
TODOS 0.774 0.606 0.786 1
Tabela 22 - Correlagies entre 4 matrizes de similaridade
geradas a partir de AFLP (4 pares de iniciadores)
indice de similaridade de Nei & Li Correlacdes produto-momento (r) *
r r4 t P
ACA/CTC - ACA/CAG 0,189 1.048,058 2,843 0,002
ACA/CTC - ACTICAC 0.246 896.691 5.412 0,001
ACA/CTC - AGG/CAA 0,292 1.013.629 5,886 0,001
ACA/CAG - ACT/CAC 0,089 1.032.040 1,630 0.057
ACA/CAG - AGG/CAA -0.010 1.167,368 -0,165 0,419
ACT/CAC - AGG/CAA 0,331 998.892 7.871 0.001

(*) Z = teste estatistico de Mantel

t=testet

p = probabilidade de Z aleatério < Z observado
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A Tabela 19 contém as correlagdes cofenéticas referentes a cada dendrograma.
Os valores indicam que ha uma fidelidade de fraca a boa nas representacdes, pelos den-
drogramas, das matrizes que os geraram.

As correlagdes entre matrizes de similaridade, calculadas a partir das tabelas de
presenca e auséncia de bandas de microssatélites, RAPD e AFLP, podem ser vistas na
Tabela 20. Os valores de r (produto-momento) sdo baixos para as comparagdes entre as
3 matrizes, mas sdo significativos. O Anexo 13 mostra os dados completos sobre as cor-
relagoes.

Um outro calculo de correlagdes, ndo paramétrico (correlagdes segundo a orde-
nag¢io, de Spearman), aponta o mesmo resultado (Tabela 21).

As correlagdes entre as matrizes de similaridade, produzidas independentemente
a partir das bandas geradas por cada um dos pares de iniciadores de AFLP, estdo na
Tabela 22. Observa-se que os valores das correlagdes sio muito baixos mas significati-

vos em quatro das comparagdes e nio sdo significativos em duas das comparagdes.

4.7. Anilise de coordenadas principais (PCO)

Anadlises de coordenadas principais mostraram que a por¢do de variabilidade
acumulada nos novos eixos, gerados pelas analises, ndo € grande. Nas Tabelas 23 a 26,
estdo os autovalores, a porcentagem e a porcentagem acumulada de varidncia, para os
primeiros 10 eixos, obtidos nas analises de coordenadas principais, para cada marcador
de DNA. Mesmo com esta limitagdo, foram elaborados graficos bidimensionais, plotan-
do os novos "escores”, para as variedades de mandioca em funcdo dos dois primeiros
eixos definidos nas analises.

Nas Figuras 13A ¢ 13B observa-se a dispersdo das 55 variedades de mandioca
em fungdo de 156 bandas de RAPD. Na Figura 13A, estdo destacadas as regides de ori-
gem das variedades e na Figura 14B, o tipo. Como no dendrograma baseado em RAPD,
as plantas do Litoral de Sdo Paulo estdo agrupadas e junto com elas todas as Macaxeiras

da Amazonia. As unicas mandiocas bravas incluidas neste grupo s@o a DG117 e a DG
67.



Tabela 23 - Autovalores dos 10 primeiros eixos gerados em analise de PCO
a apartir de matriz de similaridade baseada em 156 bandas de RAPD.

Eixo1l {Eixo2 jEixo3 ]Eixo4 [Eixo5 ]Eixo6 |Eixe7 |Eixo8 |Eixe9 |Eixe 10
Autovalores 14850 1,024 0679 0.611] 03555] 0491} 0442 0.41] 0.39% 0,352
% 13,143} 9,067 6,011 5408 491 4348 3,911 3.629] 3.486 3,113
% acumulada 13,1431 22,21} 282211 336291 38.539] 42.887f 46,797} 50.426{ 53912f 57.025
Tabela 24 - Autevalores dos 10 primeiros cixos gerados em analise de PCO
a apartir de matriz de similaridade baseada em 134 bandas de AFLP.

Eixol |Eixe2 |Eixa3 |Eixo4 ]Eixo5 |Eixo6 |Eixe7 |Eixo8 |Eixo9 {Eixo10
Autovalores 20451 09411 0759 0.703] 0619 0,591 0538 0.53 0,52 0.505
Y 14.01 6451 5.201 48161 4.238] 4045 36841 3.628) 3.3561 3.463
% acumulada 14,01 20461 256611 30477 34.714] 38.759] 42.443] 46.071] 49632 53.095
Tabela 25 - Autovalores dos 10 primeiros eixos gerados em analise de PCO
a apartir de matriz de similaridade baseada em 49 bandas de microssatélites.

Eixol {Eixo2 |Eixe3 }Eixo4 |EixoS {Eixo6 |Eixe7 |Eixo8 [Eixo9 |Eixe 10
Autovalores 4418 2431} 2246] 1878] 1.657f 1591 1311} 1248} 1.231 1,116
Yo 138161 76011 7,023} 5874] 5,181} 4976] 40991 3,903} 3.849 3.489
% acumulada 13.816}1 21,418} 28,4421 34.316] 39,497] 44,4731 48,573] 52475 56324} 359813
Tabela 26 - Autovalores dos 55 eixos gerados em analise de PCO
a apartir de matriz de similaridade baseada em 339 bandas de RAPD, microssatélites ¢ AFLP.

Eixo1 |Eixe2 [Eixo3 {Eixe4 |EixoS |Eixe6 {Eixo7 |Eixo8 [Eixo9 {Eixo 10
Autovalores 1,878 078 0,732} 0,625] 0596} 0,541} 0,524} 0,487} 0464 0,429
%o 12,751 5296 4969 4.244] 4.045 3.67] 3.557} 3.304 3.15 2,91
% acumulada 12.751] 18,0471 23016 27.26] 31.305] 34,975| 38532} 41836| 44986f 47.896
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Figura 13A -Dispersdo de 55 variedades de mandioca por similaridade
PCoA - A partir de 156 bandas de RAPD
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Figura 13B - Dispersdo de 55 variedades de mandioca por similaridade
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Figura 14A - Dispersdo de 55 variedades de mandioca, por similaridade
PCoA - A partir de 134 bandas de AFLP
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Figura 14B - Dispersdo de 55 variedades de mandioca, por similaridade

+p» ORO

PCoA - A partir de 134 bandas de AFLP "
+ + +
3
A
A
+ +
A + N & +
A A 2 + P
AA + + b
A
+ £ .
* 4 +
A, +
A +
+ + +
&* - +
A
A A

0
Coordenada Principal 1 (14,01%)

Rio Negro
Rio Branco
Rio Solimdes
Litoral de SP
Mantiqueira

A Aipins
. + Bravas

88



Coordenada Principal 2 (7,60%)
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Figura 15A - Dispersdo de 55 variedades de mandioca por similaridade
PCoA - A partir de 49 bandas de microssatélites
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Figura 15B - Dispers#o de 55 variedades de mandioca, por similaridade
PCoA - A partir de 49 bandas de microssatélites
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Coordenada Principal 2 (5,30%)

Figura 16A - Dispersdo de 55 variedades de mandioca por similaridade
PCoA - A partir de 339 bandas de RAPD, AFLP e microssatélites
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Figura 16B- Dispersdo de 55 variedades de mandioca, por similaridade
PCoA - A partir de 339 bandas de RAPD, AFLP e microssatélites
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As mandiocas bravas estdo divididas em dois grupos, um deles contém todas as
plantas do Rio Negro, oito plantas do Rio Solimdes e duas do Rio Branco. O outro grupo
contém quatro plantas do Rio Solimdes ¢ duas do Rio Branco. Nio foi possivel encon-
trar nenhuma caracteristica associada a este agrupamento, além da similaridade genética.

Nas Figuras 14A e 14B, € mostrada a dispersdo das variedades em fun¢do de 134
bandas de AFLP. Aqui também, a divisdo entre mandiocas bravas e aipins ¢ visivel mas
ndo tdo definida como nos graficos anteriores. As mandiocas bravas formam um tnico
grupo mas bastante disperso. Os aipins formam dois grupos, um deles com apenas trés
variedades: DG045, DG061 e DG068. Estas plantas, em relagdio a coordenada principal
I, estdo em posi¢do intermediaria entre o grupo de mandiocas bravas e aipins.

Nas Figuras 15A e 15B, com a dispersao baseada nas 49 bandas de microssatéli-
tes, apesar de se manterem separadas as mandiocas bravas dos aipins, em fun¢do da co-
ordenada principal 1, os dois grupos estdo bastante dispersos. Entre as mandiocas bra-
vas, € possivel ver trés agrupamentos: um, localizado na parte superior dos graficos,
inclui apenas variedades do Rio Negro: o segundo, na regido central, inclui plantas das
trés regides amazonicas; o terceiro, na parte de baixo, contém 5 variedades do Rio Soli-
moes e duas (sobrepostas) do Rio Negro. Nao sdo as mesmas variedades que compde o
pequeno grupo observado nas Figuras 13A e 13B.

Finalmente, as Figuras 16A ¢ 16B mostram a dispersdo das variedades de mandi-
oca em funcgdo do conjunto de 339 bandas obtidas com os trés marcadores de DNA.
Mantém-se a divisdo entre mandiocas bravas e aipins, as variedades bravas do Rio Ne-
gro estdo bem agrupadas e as variedades bravas do Rio Branco e Rio Solimdes estio
mais dispersas. Observa-se que existe uma certa separagio dos aipins, em funcdo da
coordenada principal 2, concentrando-se as variedades oriundas do Litoral de Sdo Paulo

na parte superior dos graficos e as variedades oriundas da Amazonia na parte inferior.

4.8. Consideracoes finais
Quantidade de diversidade
Considerando como quantificadores da diversidade genética a proporgdo de ban-

das polimérficas, o numero de alelos de microssatélites, os proprios indices de diversi-
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dade por loco de microssatélite € os indices de similaridade, a diversidade encontrada
para este conjunto de etnovariedades de mandioca pode ser considerada de média a alta,
se comparada com outras plantas cultivadas (Link et al., 1995; Vierling & Nguyen,
1992; Hormaza et al., 1994; Papa et al., 1998).

Em relagdo a uma amostra de 38 variedades da cole¢do mundial de mandioca
mantida no CIAT, a diversidade, para os locos de microssatélites, € equivalente (Roa et
al., no prelo). Em relagdo a um conjunto de 30 etnovariedades dos indios Macuxi, da
Guiana Inglesa, a diversidade para os locos de microssatélites ¢ um pouco inferior (da-

dos ndo publicados de Marnanne Elias — CEFE/CNRS).

Distribuicido da diversidade

A disting@o, por meio dos marcadores de DNA, entre aipins e mandiocas bravas,
se comprovada, pode ter implica¢des no entendimento da origem e domesticag@io destes
dois tipos de mandioca. Pode ser uma indicagio de vias distintas de domesticag&o.

A existéncia de niveis de heterozigosidade significativamente diferentes, para os
locos de microssatélites, entre mandiocas bravas e aipins, ou entre variedades da
Amazonia e do Litoral Sul do Estado de S@o Paulo, também ¢ um aspecto a ser explora-
do. Pode indicar diferengas no historia evolutiva dos diferentes grupos.

Como todas as plantas oriundas do Litoral de S&o Paulo eram aipins, ndo foi pos-
sivel distinguir perfeitamente o efeito regido do efeito tipo, nos agrupamentos por simi-
laridade. Seria necessario incluir variedades bravas entre as plantas do Litoral de Séo

Paulo para uma comprovagdo dos resultados encontrados.
Marcadores de DNA e outros marcadores

Em vista da similaridade dos resultados obtidos com os trés tipos de marcador de
DNA, decorre que o uso de apenas um tipo de marcador ¢ suficiente para avaliar a diver-

sidade genética de variedades de mandioca, desde que o niimero de marcas seja adequa-
do.
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A baixa correlag@o entre matrizes de similaridade geradas pelos diferentes mar-
cadores de DNA, possivelmente se deve a trés fatores: em primeiro lugar, a erros, na
interpretacdo dos padrdes de bandas de RAPD e AFLP; em segundo lugar, a estrutura
genética pouco definida da amostra de plantas analisada. Numa situagdo como esta, seria
necessario utilizar maior nimero de bandas para obter uma correlagdo maior entre os
resultados obtidos com diferentes marcadores; em terceiro lugar, os diferentes marcado-
res podem estar amostrando diferentes regides do genoma, levando a resultados distin-
tos.

O fato de as correlagdes cofenéticas associadas aos dendrogramas ndo terem
sido altas e o fato das porcentagens de variagdo acumuladas nos eixos, nas analises de
componentes principais, terem sido baixas, alertam para que os resultados sejam toma-
dos como indicativos e exploratdrios € ndo como comprovagdes dos agrupamentos en-
contrados.

Os resultados obtidos por Cury (1998), avaliando o mesmo conjunto de varieda-
des de mandioca, com descritores morfolégicos, caracteres agrondmicos € bioquimicos,
ndo indicaram uma distingdo genética entre variedades bravas e aipins (ou macaxeiras),
nem agrupamentos por regido de origem. Apesar desta diferenga, o padrio geral de dis-
tribuicdo da diversidade coincidiu com os resultados obtidos no presente trabalho, no
sentido de que a diversidade encontra-se concentrada dentro de grupos; o grupo que
apresentou maior diversidade foi o das variedades oriundas do Rio Negro; o grupo que
apresentou menor diversidade foi do Litoral de Sao Paulo;

A comparagéo detalhada dos resultados obtidos com marcadores de DNA e os
obtidos com marcadores isoenzimaticos, descritores morfoldgicos, caracteres agronémi-
cos e bioquimicos, para este mesmo grupo de variedades de mandioca, serd apresentada

em publicag@o conjunta com os autores das outras analises.
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5. CONCLUSOES

Marcadores de DNA do tipo RAPD, AFLP e microssatélites, sdo ferramentas
uteis na avaliacdo de diversidade genética de etnovariedades de mandioca.

A variabilidade dos locos de microssatélites ¢ bastante superior a detectada por
RAPD ou AFLP.

Os resultados obtidos com os trés marcadores, quanto a distribuicdo da diversi-
dade genética entre as etnovariedades de mandioca, foram similares, no plano geral, mas
com variacdes.

A diversidade genética, do conjunto de variedades de mandioca estudado, esta
concentrada dentro de grupos.

O grupo de variedades de mandioca proveniente da regido do Rio Negro foi o
que apresentou maior diversidade genética.

O grupo de variedades de mandioca proveniente do Rio Branco apresentou uma
expressiva amplitude de variagdo genética, apesar de contar com pequeno numero de
variedades.

O grupo de variedades de mandioca proveniente do Litoral Sul do Estado de Sao
Paulo foi o que apresentou menor variabilidade genética, mas, ainda assim, bastante
significativa.

A possivel existéncia de uma compartimentalizagdo do germoplasma de mandio-
ca entre variedades bravas e aipins (ou macaxeiras), deve ser levada em consideragéo, no

planejamento e interpretacio de estudos de diversidade genética da mandioca.
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Banda R.Negro |R.Branco |R. Solimbes |AMAZONIA {Litoral SP TOTAL Aipins Bravas
OPX09-A-01 34,78 50,00 6.25 26,67 11.11 23,64 23.53 23,68
OPX14-A-01 63,22 66,67 81.25 71,11 55.56 67,27 58,82 71,05
OPEG1-A-01 13.04 33,33 50,00 28.89 2222 27,27 11,76 34,21
OPE01-A-02 4,35 33,33 31,25 17.78 44 44 2182 29,41 18,42
OPE#3-A-01 43.48 16.67 25,00 33.33 0,00 21,27 0.00 86,84
OPE03-A-02 65,22 50,00 75,00 66.67 2222 58,18 35.29 68,42
OPE(3-A-03 60.87 66,67 62,50 62.22 44,44 60,00 70,59 55,26
OPE05-A-01 91,30 66,67 75,00 82.22 88.89 83,64 94,12 78,95
OPE05-A-02 100,00 83,33 100,00 97,78 8889 96,36 94,12 97,37
OPE05-A-03 34,78 0,00 18.75 24.44 0,00 20,00 0,00 28,95
OPE@6-A-01 30,43 33,33 31.25 31,11 0,00 25,45 11,76 31,58
OPE(07-A-01 13,04 50,00 31,25 24.44 88 89 36,36 94,12 10,53
OPE(07-A-02 60.87 50,00 75,00 64,44 55,56 61,82 35,29 73,68
OPE0%-A-01 43,48 16,67 25,00 33.33 14,11 29,09 3.88 39,47
OPE09-A-02 34,78 16,67 43,75 35,56 22,22 32,73 17,65 3947
OPE10-A-01 69,57 83,33 68,75 71,11 77.78 72,73 76,47 71,05
OPE10-A-02 8,70 16.67 6,25 8.89 22.22 10,91 35.29 0,00
OPE10-A-03 17,39 16,67 43,75 26,67 0.00 21,82 23,53 21,05
OPE10-A-04 36,52 16,67 43.75 46,67 22,22 41,82 29.41 47,37
OPE11-A-01 65,22 100,00 75,00 73,33 77,78 74,55 76.47 73,68
OPE11-A-02 82,61 83,33 75,00 80,00 77,18 80,00 58,82 89,47
OPE15-A-01 91,30 66,67 68,75 80,00 11,11 69,09 47,06 78,95
OPE15-A-02 73,91 66,67 68,75 71,11 2222 61,82 11,76 84,21
OPE15-A-03 91,30 83,33 93,75 91,11 71,78 89,09 76,47 94,74
OPE16-A-01 91,30 100,00 75,00 86,67 100,00 89.09 100,00 84,21
OPE16-A-02 34,78 33,33 37,50 35,56 0,00 29,09 0,00 42,11
OPE17-A-01 82,61 16,67 81,25 73,33 88,89 74,55 70,59 76,32
OPE17-A-02 52,17 100,00 100,00 75,56 88,89 78,18 94,12 71,05
OPE17-A-03 0,00 0,00 6,25 2,22 2222 5,45 11,76 2,63
OPE17-A-04 30,43 100,00 56,25 48,89 33,33 47,27 41,18 50,00
OPE15-A-01 21,74 83,33 43,75 37,78 0.00 30,91 17,65 36,84
OPE20-A-01 52,17 50,00 25,00 42,22 33.33 40,00 2941 44,74
OPE20-A-02 8261 100,00 100,00 91,11 88.89 90,91 94,12 89,47
OPX01-B-01 0.00 33,33 25.00 13,33 0.00 10,91 0,00 15,79
OPX61-B-02 4,35 0,00 0,00 2.22 11,11 3,64 5,88 2,63
OPX01-B-03 95,65 66,67 68,75 82,22 83,89 83,64 88,24 81,58
OPX01-B-04 100,00 100,00 93,75 97,78 83,89 96,36 94,12 97,37
OPX(01-B-05 17.39 0,00 12.50 13,33 11,11 12,73 5,88 13,79
OPX01-B-06 4,35 33,33 25,00 13.56 11,11 14,55 5,88 18,42
OPX01-B-07 100,00 100,00 93,75 97,78 100,00 98,18 94,12 100,00
OPX01-B-08 4.35 50,00 43,75 24,44 77,78 34,55 64,71 21,05
OPX01-B-09 95,65 83,33 100,00 95.56 100,00 96,36 94,12 97,37
OPX01-B-10 21,74 33,33 31,25 26,67 44,44 29,09 64,71 13,16
OPX03-B-01 91,30 100,00 81,25 88,89 100,00 89,09 8235 92,11
OPX03-B-02 82,61 100,00 68,75 80,00 77.78 78,18 76,47 78,95
OPX04-B-01 73,91 83,33 81,25 71,78 100,00 81,82 100,00 73,68
OPX04-B-02 21,74 16,67 43,75 2889 0,00 23,64 0,00 34,21
OPX05-B-01 69,57 33.33 62,50 6222 22,22 54,55 17,65 71,05
OPX05-B-82 82,61 100,00 87.50 86.67 100.00 89,09 100,00 84,21
OPX06-B-01 8,70 0,00 0,00 4.44 0,00 3,64 0,00 5.26
OPX07-B-01 47.83 33,33 43,75 44,44 0,00 36,36 0.00 52,63
OPX08-B-01 0,00 33,33 25,00 13,33 0,00 18,91 0.00 15,79
OPX08-B-02 95,65 66,67 75.00 84,44 88,89 85,45 94,12 81,58
OPX08-B-03 4,35 0,00 0,00 2,22 11.11 3,64 5.88 2.63
OPX09-B-01 100,00 66,67 68,75 84.44 77,78 83,64 82,35 84,21
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Banda R. Negro {R.Branco |R.Solimbes |AMAZONIA |Litoral SP TOTAL Aipins Bravas
OPX11-B-01 30.43 0,00 0.00 15.56 0,00 12,73 0.00 18,42
OPX11-B-02 8.70 50.00 12,50 15.56 0,00 12,73 0.00 18.42
OPX12-B-01 0.00 33,33 25.00 1333 0,00 10,91 0.00 15,79
OPX13-B-01 43 48 66.67 25.00 40,00 11,11 34,55 23,53 3947
OPX14-B-01 4.35 33.33 25,00 13.56 11,11 14,55 11.76 15,79
OPX14-B-02 78.26 66,67 75.00 75.56 88.89 78,18 82.35 76,32
OPX16-B-01 65,22 100,00 75,00 73.33 100,00 78,18 100,00 68,42
OPX16-B-02 93,65 83.33 87.50 91.11 77.78 89,09 88,24 89,47
OPX16-B-03 43,48 83.33 43.75 48.89 55.56 50,91 76.47 39,47
OPX17-B-01 435 16,67 6.25 6,67 0,00 5,45 11,76 2,63
OPX17-B-02 100,00 100.00 100,00 100,00 66,67 94,55 8235 100,00
OPX18-B-01 30,43 50,00 12.50 26.67 55,56 32,73 52,94 23,68
OPX19-B-01 78,26 66.67 75,00 75.56 100.00 78,18 82,35 76,32
OPX20-B-01 69,57 100,00 43,75 64.44 33,33 60,00 47.06 65,79
OPE(7-B-01 43.48 16,67 37.50 37.78 33,33 36,36 23,53 42,11
OPE08-B-02 17.39 16,67 25.00 20.00 44 .44 23,64 35,29 18,42
OPE10-B-01 69.57 50.00 75.00 68.89 0.00 56,36 17.65 73,68
OPE10-B-02 21,74 0,00 0,00 11,11 0.00 9,09 0,00 13,16
OPE10-B-03 17,39 3333 50,00 31,11 88.89 40,00 82,35 21,05
OPE10-B-04 52,17 33.33 12,50 35,56 100,00 47,27 94,12 26,32
OPE11-B-01 78,26 66,67 87,50 80,00 88,89 81,82 88.24 78,95
OPE12-B-01 8,70 33,33 18,75 15.56 0,00 12,73 23,53 7.89
OPE15-B-01 4,35 33.33 31.25 17.78 11,11 16,36 23,53 13,16
OPE16-B-01 39,13 33,33 25,00 33,33 0,00 271,27 5,88 36,84
OPE17-B-01 52,17 83,33 81.25 66.67 55,56 63,64 64,71 63,16
OPE17-B-02 86,96 100,00 93,75 91,11 88,89 90,91 94,12 89,47
OPE17-B-03 34,78 33,33 25,00 3111 33,33 3091 35,29 28,95
OPE17-B-04 43,48 16,67 12,50 28.89 0,00 23,64 0.00 34,21
OPE19-B-01 65,22 100,00 100,00 82,22 100,00 85,45 100,00 78,95
OPE19-B-02 0,00 0,00 0,00 0,00 22,22 3,64 11,76 0,00
OPE20-B-01 86,96 66,67 68,75 77,78 11,11 67,27 29.41 84,21
OPE20-B-02 52,17 50,00 6,25 35.56 0,00 29,09 5,88 3947
OPEQ1-AM1 100.00 100,00 100.00 100.00 100,001 100,00 100,00 100,00
OPE01-AM2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00{ 100,00 100,00 100,00
OPE02-AM1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
OPE03-AM1 100,00 100,00 100.00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
OPE03-AM2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00f 100,00 100,00 100,00
OPE03-AM3 100,00 100,00 100,00 100,00 100,001 100,00 100,00 100,00
OPEG3-AM4 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
OPE04-AM1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
OPEOS-AM1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
OPE07-AM1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
OPE(G7-AM2 100,00 100,00 100.00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
OPE07-AM3 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
OPE07-AM4 100,00 100,00 100,00 100.00 100,00 100,00 100,00 100,00
OPE10-AM1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,60 100,00 100,00
OPE11-AM1 100,00 100.00 100,00 100.00 100,00 100,00 100,00 100,00
OPX01-BM1 100,00 100,00 100.00 100.00 100,00} 100,00 100,00 100,00
OPX01-BM2 100,00 100,00 100,00 100.00 100.00{ 100,00 100.00 100,00
OPX01-BM3 100,00 100,00 100.00 100.00 100,00} 100,00 100,00 100,00
OPX02-BM1 100,00 100,00 100,00 100.00 100,001 100,00 100,00 100,00
OPX02-BM2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00} 100,00 100,00 100,00
OPX03-BM1 100,00 100.00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
OPX03-BM2 100,00 100,00 100,00 100.00 100,00{ 100,00 100,00 100,00
OPX03-BM3 100,00 100,00 100,00 100.00 100,00] 100,00 100,00 100,00
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Banda R. Negro |R.Branco |R. Solimdes |AMAZONIA |Litoral SP TOTAL Alipins Bravas
OPX03-BM4 100,00 100,00 100,00 100,00 100.00] 160,00 100,00 100,00
OPX04-BM1 100,00 100.00 100.00 100,00 100,00f 100,006 100,00 100,00
OPX05-BM1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
OPX05-BM2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,001 100,00 100,00 100,00
OPX06-BM1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00{ 160,00 100.00 100,00
OPX06-BM2 100,00 100,00 100,00 100.00 100,001 100,00 100,00 100,00
OPX06-BM3 100,00 100,00 100,00 100,00 100,001 100,00 100,00 100,00
OPX06-BM4 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00f 100,00 100,00 100,00
OPX07-BM1 100,00 100,00 100,00 100.00 100.00] 100,00 100,00 100,00
OPX07-BM2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00] 100,00 100,00 100,00
OPX09-BM1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00] 100,00 100,00 100,00
OPX10-BM1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
OPX11-BM1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00{ 160,00 100,00 100,00
OPX11-BM2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00{ 100,00 100,00 100,00
OPX11-BM3 100,00 100.00 100,00 100,00 100.00] 100,00 100,00 100,00
OPX11-BM4 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00} 100,00 100,00 100,00
OPX12-BM1 100.00 100,00 100,00 100.00 100.00] 100,00 100,00 100,00
OPX12-BM2 100,00 100,00 100,00 100.00 100,00f 100,00 100,00 100.00
OPX12-BM3 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00] 160,00 100,00 100,00
OPX12-BM4 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00f 100,60 100,00 100,00
OPX12-BMS5 100,00 100,00 100,00 100,00 100,001 100,00 100,00 100,00
OPX12-BM6 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00| 100,00 100,00 100,00
OPX12-BM7 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00] 100,00 100,00 100,00
OPX13-BM1 100,00 100,00 100,00 100.00 100,001 100,00 100,00 100,00
OPX14-BM1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
OPX14-BM2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00} 100,00 100,00 100,00
OPX14-BM3 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
OPX15-BM1 100,00 100,00 100,00 100.00 100,00 100,00 100,00 100,00
OPX15-BM2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00{ 100,60 100,00 100,00
OPX15-BM3 100,00 100,00 100,00 100,00 100,001 100,00 100,00 100,00
OPX15-BM4 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00} 106,00 100,00 100,00
OPX17-BM1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00{ 100,00 100,00 100,00
OPX17-BM2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00} 100,00 100,00 100,00
OPX17-BM3 100,00 100,00 100,00 100.00 100,00 100,00 100,00 100,00
OPX18-BM1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
OPX18-BM2 100,00 100,00 100,00 100.00 100,00 100,00 100,00 100,00
OPX19-BM1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00] 100,00 100,00 100,00
OPE14-BM1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00! 100,00 100,00 100,00
OPE14-BM2 100,00 100,00 100,00 100,60 100,00} 100,00 100,00 100,00
OPE14-BM3 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00{ 100,00 100,00 100,00
OPE17-BM1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00} 100,00 100,00 100,00
OPE19-BM1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00} 100,00 100,00 100,00
OPE19-BM2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00§ 100,00 100,00 100,00
OPE20-BM1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00} 100,00 100,00 100,00
OPE20-BM2 100,00 100,00 100,00 100.00 100,00} 160,00 100,00 100,00
OPE20-BM3 100,00 100,00 100,00 100,00 100,001 160,00 100,00 100.00
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Banda R. Negro | R. Brance | R. Solimaes AMAZONIA | Literal SP | TOTAL | Aipins | Bravas
ACA/CAG-051 26,09 83,33 62.50 46.67 4444 47,27 5882 42.11
ACA/CAG-052 17.39 16,67 25,00 20.00 0.00 16,36 5.88 21,05
ACA/CAG-056 100,00 100,00 100,00 100.00 77.78 96,36 88,241 100,00
ACAICAG-058 21,74 0,00 0.00 11,11 44.44 16,36 23,53 13,16
ACAICAG-060 100,00 100,00 100,00 100.00 100.00 100,00 100,001 100,00
ACA/CAG-063 93,65 100,00 100,00 97.78 100.00 98,18 100,00 97,37
ACA/CAG-066 86,96 83,33 81,25 84,44 88.89 83,64 88,24 81,58
ACA/CAG-069 100,00 100,00 87,50 93.56 100.00 96,36 94,12 97.37
ACAICAG-071 95,65 83,33 87,50 91.11 100.00 92,73 100,00 89,47
ACA/CAG-074 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00f 100,00
ACA/CAG-075 100,00 100,00 100,00 100.00 100.00 100,00 100,00f 100,00
ACAICAG-079 69,57 83,33 87,50 71.78 100.00 81,82 100,00 73,68
ACA/CAG-082 100.00 100,00 100,00 100.00 100,00 100,00 100,00] 100,00
ACA/CAG-085 100,00 100,00 100,00 100.00 100.00 100,00 100,00 100,00
ACA/CAG-089 69,57 100,00 50.00 66.67 100,00 72,73 100,00 60,53
ACA/CAG-094 91.30 100,00 100,00 95.56 100.00 96,36 100,00 94,74
ACA/CAG-095 82,61 50,00 43,75 64.44 0.00 52,73 17,65 68,42
ACA/CAG-110 100,00 100,00 100,00 100,00 100.00 100,00 100,00} 100,00
ACA/CAG-113 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
ACA/CAG-143 65,22 83,33 75,00 71,11 100.00 76,36 94,12 68,42
ACA/CAG-156 34,78 16,67 25,00 28,89 11,11 2545 5,88 34,21
ACA/CAG-159 86,96 83,33 100,00 91,11 100,00 92,73 94,12 92,11
ACA/CAG-187 100,00 100,00 81,25 93,33 100.00 94,55 100,00 92,11
ACA/CAG-190 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,001 100,00
ACA/CAG-206 73,91 66,67 93,75 80,00 100.00 83,64 82,35 84,21
ACA/CAG-211 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00{ 100,00 100,00 100,00
ACA/CAG-250 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00{ 100,00
ACA/CAG-274 69,57 100,00 93,75 8222 100.00 85,45 94,12 81,58
ACA/CAG-286 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00f 100,00
ACA/CAG-295 95,65 100,00 100,00 97.78 100,00 98,18 100,00 97,37
ACA/CAG-301 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00} 100,00
ACA/CAG-304 86,96 83,33 62,50 77,78 66,67 76,36 47,06 89,47
ACA/CAG-331 36,52 50,00 75,00 62.22 66.67 63,64 52,94 68,42
ACA/CTC-058 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,60 100,001 100,00
ACA/CTC-063 8,70 16,67 25,00 15,56 88.89 27,27 70,59 7.89
ACAICTC-065 69,57 33,33 62,50 62,22 22,22 54,55 47,06 57,89
ACA/CTC-067 4,35 0,00 0,00 2,22 0.00 1,82 0,00 2,63
ACA/CTC-070 95,65 100,00 100,00 97,78 100.00 98,18 100,00 97,37
ACA/CTCA76 21,74 16,67 6,25 15,56 22,22 18,18 17,65 18,42
ACA/CTC-098 4,35 0,00 0,00 2,22 33,33 7,27 17,65 2,63
ACA/CTC-160 78,26 100,00 87,50 84 44 88,89 85,45 88,24 84,21
ACA/CTC-102 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
ACA/CTC-106 86,96 100,00 87,50 83,89 55,56 83,64 64,71 92,11
ACA/CTC-107 34,78 83,33 68,75 53,33 44 44 52,73 64,71 47,37
ACA/CTC-112 69,57 66,67 87,50 75,56 100,00 80,00 100,00 71,05
ACA/CTC-113 30,43 50,00 43,75 37,78 2222 36,36 35,29 36,84
ACA/CTC-115 100,00 100,00 100,00 100,00 100.00 100,00 100,00 100,00
ACA/CTC-116 86.96 83,33 68,75 80,00 100.00 83,64 100,00 76,32
ACA/CTC-133 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
ACA/CTC-140 91,30 100,00 100,00 95,56 100,00 96,36 100,00 94,74
ACA/CTC-156 4,35 50,00 37,50 22,22 66,67 30,91 58,82 18,42
ACAICTC-164 26,09 66.67 50,00 40,00 55.56 43,64 70,59 31,58
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Banda R. Negro |R. Branco |R. Selimdes AMAZONIA |Litoral SP  |TOTAL Aipins Bravas
ACA/CTC-171 30.43 16.67 37.50 31,11 33.33 30,91 47,06 23.68
ACA/CTC-187 52,17 16,67 25.00 37.78 22.22 34,58 11,76 44,74
ACA/CTC-192 100.00 100.00 100.00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
ACA/CTC-201 100.00 100,00 100,00 100,00 100.00 100,00 100,00 100,00
ACA/CTC-210 86,96 8333 87.50 86,67 88.89 87,27 82,35 89,47
ACA/CTC-212 21.74 16.67 0,00 13.33 11,11 12,73 5.88 15,79
ACA/CTC-226 8,70 16.67 0,25 8,89 11,11 10,91 17,65 7,89
ACA/CTC-227 8,70 16,67 0,00 6,67 0,00 5,45 17,65 0,00
ACA/CTC-230 43,48 16,67 18.75 3L 11.11 27,27 23,53 28,95
ACA/CTC-244 43,48 50,00 25,00 37,78 0,00 30,91 0,00 44,74
ACA/CTC-269 82,61 50,00 81.25 77,18 22,22 67,27 41,18 78,95
ACA/CTC-270 91,30 50,00 31,25 64,44 0,00 54,55 17,65 71,05
ACA/CTC-287 100.00 100,00 100.00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
ACA/CTC-293 26,09 33,33 12,50 22,22 0,00 18,18 0,00 26,32
ACA/CTC-296 91.30 83,33 37,50 71,11 88.89 74,55 8235 71.05
ACA/CTC-309 17,39 0,00 6,25 11,11 22,22 12,73 11,76 13,16
ACA/CTC-322 95.65 100,00 100,00 97,78 100,00 98,18 100,00 97.37
ACT/CAC-062 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
ACT/CAC-664 435 0,00 0,00 2,22 0,00 1,82 0,00 2,63
ACT/CAC-081 13,04 16,67 31,25 20,00 88.89 30,91 88,24 5,26
ACT/CAC-084 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
ACT/CAC-089 4,35 0,00 0.00 2,22 0,00 1,82 5,88 0,00
ACT/CAC-091 78,26 33,33 62,50 66,67 11,11 58,18 29,41 71,05
ACT/CAC-108 21,74 50,00 31,25 28,89 88,89 40,00 64,71 28,95
ACT/CAC-110 78,26 100,00 81,25 82,22 88,89 83,64 94,12 78,95
ACT/CAC-116 43,48 0,00 56,25 42,22 0,00 34,55 0,00 50,00
ACT/CAC-118 39,13 50,00 12,50 31,11 44,44 32,73 23,53 36,84
ACT/CAC-120 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
ACT/CAC-124 56,52 66,67 56.25 57,78 100,00 65,45 94,12 52,63
ACT/CAC-127 4,35 16,67 0,00 4,44 55,56 14,55 41,18 2,63
ACT/CAC-140 73.91 83,33 75,00 75,56 0,00 61,82 0,00 89.47
ACT/CAC-143 39,13 33.33 43,75 40,00 100,00 50,91 70,59 42,11
ACT/CAC-164 91,30 83.33 75.00 84,44 100,00 87,27 100,00 81,58
ACT/CAC-167 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
ACT/CAC-175 73,91 100,00 25,00 60,00 100,00 67,27 94,12 55,26
ACT/CAC-188 4,35 66,67 12,50 15,56 11,11 16,36 23,53 13,16
ACT/CAC-189 82,61 83,33 93,75 86,67 77,18 85,45 88,24 84,21
ACT/CAC-201 26,09 0,00 43,75 28 89 0,00 23,64 0,00 34,21
ACT/CAC-214 43,48 16,67 31,25 35,56 2222 32,73 11,76 42,11
ACT/CAC-226 82.61 83,33 87,50 84,44 77,78 83,64 82,35 8421
ACT/CAC-230 30,43 50,00 0,00 22,22 88.89 34,55 58,82 23,68
ACT/CAC-234 100,00 100,00 87,50 95,56 100,00 96,36 94,12 97,37
ACT/CAC-276 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
ACT/CAC-310 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
ACT/CAC-340 8,70 0,00 12,50 8,89 0,00 7,27 0,00 10,53
AGG/CAA-054 95,65 100.00 100,00 97,78 100,00 98,18 94,12 100,00
AGG/CAA-856 13,04 0,00 6,25 8,89 55.56 16,36 35,29 7,89
AGG/CAA-057 73.91 16,67 56,25 60,00 0,00 50,91 11,76 68,42
AGG/CAA-060 100,00 100,00 100,00 100,00 100.00 100,00 100,00 100,00
AGG/CAA-065 17.39 16,67 12,50 15,56 1111 14,55 5.88 18,42
AGG/CAA-O7) 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
AGG/CAA-071 56,52 33,33 50,00 51.11 88,89 58,18 64.71 5526
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Banda R. Negro |R. Brance |R. Solimdes AMAZONIA  |Literal SP {TOTAL Aipins | Bravas
AGG/CAA-0T2 100,00 100,00 87.50 95.56 4444 8545 58.82 97.37
AGG/CAA-BTS 100.00 100,00 87.50 95.56 77.18 92,73 88.24 94,74
AGG/CAA-0T8 100,00 100,00 100,00 100.00 100,00 140,00 100,00 100,00
AGG/CAA-0T9 69,57 16,67 62,50 60.00 33.33 54,55 17.65 71,05
AGG/CAA-080 100,00 100,00 100.00 100.00 100.00 100,00 100,00 100,00
AGG/CAA-083 26,09 0.00 12,50 17,78 11,11 16,36 5.88 21,05
AGG/CAA-093 100,00 100,00 100,00 100,00 100.00 100,00 100,00 100,00
AGG/CAA-103 100,00 100,00 100,00 100.00 100,00 100,00 100,00 100,00
AGG/CAA-109 13.04 50,00 31,25 24,44 33.33 27,27 23,53 28,95
AGG/CAA-125 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 160,00 100,00 100,00
AGG/CAA-131 13,04 0,00 6,25 3,89 0,00 7,27 0.00 10,53
AGG/CAA-134 91,30 100,00 75,00 3667 100.00 89,09 94.12 86,84
AGG/CAA-141 34,78 66,67 37.50 40,00 66,67 45,45 58,82 39.47
AGG/CAA-142 0,00 33,33 25,00 13.33 11.11 14,55 23,53 10,53
AGG/CAA-146 100,00 100,00 100,00 100.00 100.00 100,60 100,00 100,00
AGG/CAA-149 100.00 100,00 100.00 100.00 100.00 100,00 100,00 100,00
AGG/CAA-152 100,00 100,00 100,00 100.00 100.00 100,60 100,00 100,00
AGG/CAA-163 0,00 0,00 0,00 0,00 22,22 3,64 11,76 0,00
AGG/CAA-173 100,00 100,00 100,00 100.00 100,00 100,00 100,00 100,00
AGG/CAA-181 73,91 50,00 37,50 57.78 44,44 56,36 52,94 57,89
AGG/CAA-203 100,00 100,00 100,00 100.00 100,00 100,00 100,00 100,00
AGG/CAA-205 4.35 16,67 0,00 4,44 0,00 3,64 0,00 5,26
AGG/CAA-209 78,26 100,00 100,00 88.89 88.89 89,09 88.24 89,47
AGG/CAA-210 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
AGG/CAA-216 47,83 66,67 56,25 53.33 77,78 58,18 64,71 55,26
AGG/CAA-265 30,43 33,33 50,00 37,78 55,56 41,82 64,71 31,58
AGG/CAA-285 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
AGG/CAA-315 39,13 50,00 50,00 44.44 0.00 36,36 5,88 50,00
AGG/CAA-327 100.00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100.00 100,00
AGG/CAA-347 100.00 100,00 100,00 100.00 100.00 100,00 100,00 100,00
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Banda R. Negro  |R. Brance |R. Solimbes AMAZONIA |Litoral SP |TOTAL Aipins Bravas

GA136-144 13.04 0,00 12.50 11,11 0,00 9,09 0.00 13,16
GA136-150 39,13 50,00 37,50 40,00 100.00 50,91 92.44 34,21
GA136-152 0.00 0,00 6.25 222 0,00 1,82 0.00 2,63
GA136-154 21,74 50,00 50.00 35.56 11.11 32,73 31,93 34,21
GA136-156 47.83 0,00 0.00 24,44 0,00 26,00 0.00 28,95
GA136-158 65.22 83,33 81.25 73.33 77,78 72,73 81.51 71.05
GA126-182 73,91 100,00 100.00 86.67 33,33 78,18 63.87 86,84
GA126-184 8,70 16.67 6,23 8,89 66,67 18,18 62.18 0,00
GA126-188 30.43 16,67 25.00 26,67 33.33 27,27 24,37 28,95
GA126-190 0,00 0,00 6,25 2,22 0,00 1,82 0,00 2,63
GA126-212 43,48 0,00 6,25 24,44 33.33 27,27 23,53 28,95
GA126-219 8.70 16,67 37,50 20,00 22,22 20,00 31,93 15,79
GA012-137 95,65 50,00 81.25 84,44 77.78 83,64 94,12 81,58
GA012-145 30,43 50,00 43.75 37,78 88.89 47,27 59.66 42.11
GAO012-147 34,78 50,00 25,00 33.33 11,11 29,09 39,50 26,32
GA131-096 13,04 50,00 62,50 35.56 66,67 40,00 68.91 28,95
GA131-100 4,35 0,00 0.00 2,22 0,00 1,82 0.00 2,63
GA131-102 26,09 0,00 25,00 2222 0,00 18,18 0.00 26.32
GA131-104 13,04 0,00 0,00 6,67 0.00 5,45 0,00 7,89
GA131-106 3,70 33,33 18,75 15,56 55,56 23,64 68,91 3,26
GA131-112 0,00 16,67 0,00 2,22 0.00 1,82 0,00 2,63
GA131-114 60,87 33,33 31,25 46,67 0,00 38,18 0,00 35,26
GA131-116 65,22 50,00 50,00 57,78 71,78 61,82 60,50 63,16
GA134-309 52,17 50,00 6,25 35,56 55,56 38,18 63,03 28,95
GA134-317 86,96 100,00 100,00 93,33 100,00 94,58 105,88 92,11
GA134-326 13,04 0,00 0,00 6,67 0,00 5,45 0,00 1,89
GA013-136 435 0,00 0,00 2,22 0,00 1,82 0,00 2,63
GA013-138 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 105,88 100,00
GA140-148 4.35 16,67 0,00 4,44 44,44 12,73 36,13 2,63
GA140-158 47,83 33,33 12,50 33,33 33,33 32,73 37,82 31,58
GA140-162 34,78 50,00 68,75 48,89 100,00 58,18 99,16 42,11
GA140-166 30.43 16,67 18,75 24,44 0,00 20,00 0,00 28,95
GA140-168 0.00 33,33 37,50 17,78 2222 18,18 25,21 15,79
GA140-172 65.22 0,00 50,00 51,11 0,00 41,82 0,00 60,53
GA021-106 0,00 50,00 0,00 6,67 0,00 5,45 0,00 7,89
GA021-169 435 0,00 0,00 2,22 0,00 1,82 0,00 2,63
GAQ21-110 13,04 0,00 0,00 6,67 0,00 5,45 0,00 7,89
GA021-112 30,43 33,33 43,75 35,56 71,78 43,64 94,12 23,68
GAG21-114 95,65 66,67 75,00 84,44 3333 74,58 51,26 86,84
GA021-116 0,00 16,67 0,00 2,22 88,89 18,18 52,94 2,63
GAGGS-117 73,91 83,33 68,75 73,33 77,78 74,55 60,50 81,58
GAGG5-119 43,48 33,33 6,25 28,89 0,00 23.64 20,17 26,32
GAGGS-127 30,43 33,33 36,25 40,00 100,00 49,09 100,00 28,95
GA057-161 21,74 50,00 62,50 40,00 33,33 38,18 37.82 39,47
GA057-180 95,65 66,67 75.00 84,44 71.78 83,64 80.67 86,84
GA0G57-182 8.70 0,00 6.25 6.67 0,00 5,45 0,00 7,89
GAO057-184 17.39 50,00 12,50 20,00 55,56 27,27 68,91 10,53
GA016-104 100,00 83,33 100,00 97.78 88,89 96,36 100,00 97,37
GAO16-114 26,09 50,00 37.50 33,33 77.78 40,00 74,79 26,32
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Microssatélite DGO38 {DG039 {DGO46 {DGO41 IDGO042 |DGO43 |DGO44 |DGO4S |DGO46 [DGO4T |DGO4S
GA136 154 150 158 158 150 144 150 150 150 156 156
158 134 158 158 156 158 150 158 156 158 158
GA126 182 188 182 182 212 212 182 182 182 182 182
212 219 182 182 219 212 188 184 182 188 188
GA012 145 137 137 137 137 137 137 137 137 137 137
145 145 137 137 137 147 137 147 147 145 137
GA131 96 116 102 102 102 114 102 96 104 114 102
114 116 114 114 114 116 114 106 116 116 116
GA134 317 309 317 317 309 317 317 309 309 309 309
317 317 326 326 317 317 317 317 317 317 309
GA013 138 138 138 138 138 138 136 138 138 138 138
138 138 138 138 138 138 138 138 138 138 138
GA140 162 148 162 162 162 166 158 158 162 158 166
172 148 166 166 166 172 172 162 172 172 172
GA021 112 112 114 114 112 114 114 112 110 114 112
114 114 114 114 112 114 114 114 114 114 114
GAGGS 119 127 117 117 119 117 117 119 117 117 117
127 127 127 127 127 117 119 127 119 119 117
GAO057 180 180 161 161 161 180 161 180 180 180 161
180 184 180 180 161 180 180 184 184 180 180
GAO16 104 104 104 104 104 104 104 104 104 104 104
104 104 104 104 104 104 114 114 104 104 104
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Microsatélite DG049 [DGOS0 |DGOS1 |DGO52 |DGOS4 IDGOSS IDGOS6 |DGOS8 DGS9 IDGO60 |{DGO61
GA136 154 150 144 144 156 154 150 156 154 150 150
156 158 158 158 158 156 158 158 156 156 158
GA126 182 182 212 182 188 188 182 182 182 182 182
212 212 212 212 212 212 188 182 212 182 184
GAO012 137 137 137 137 137 137 137 137 137 137 137
137 137 147 147 147 145 147 145 137 145 147
GA131 114 114 114 104 100 114 104 114 114 102 96
116 114 116 116 116 116 116 116 116 116 106
GA134 309 309 317 309 317 317 309 317 309 317 309
309 317 317 317 326 317 317 317 309 317 317
GAO13 138 138 138 138 138 138 138 138 138 138 138
138 138 138 138 138 138 138 138 138 138 138
GA140 158 158 166 172 166 158 172 158 158 158 158
172 162 172 172 166 172 172 172 172 172 162
GA021 114 114 114 110 112 109 114 114 114 110 112
114 114 114 114 114 114 114 114 114 114 114
GAGGS 117 117 117 117 117 117 119 117 117 117 119
117 117 117 119 117 117 119 117 117 119 127
GA857 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180
180 180 180 180 180 180 180 182 180 180 184
GA016 104 104 104 104 104 104 104 104 104 104 104
114 114 104 104 104 104 104 104 114 104 114
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Microsatélite DGO62 |DGO65S IDGO67 {DGE68 IDGO6Y IDG070 |DGO73 |DG1it {DG112 |DG113 |DG1id4
GA136 156 150 154 150 154 150 158 150 154 150 150
158 154 158 158 158 158 158 158 158 158 158
GA126 182 182 182 182 182 182 182 182 182 182 182
182 188 219 184 182 182 182 182 212 182 188
GAO12 137 145 147 137 137 137 145 137 145 137 137
145 145 147 147 137 145 147 145 145 145 137
GA131 114 106 96 96 112 96 114 102 96 96 102
116 116 96 106 114 116 116 114 114 114 116
GA134 317 317 309 309 317 317 309 317 317 317 317
317 317 317 317 317 317 317 317 317 317 317
GAO013 138 138 138 138 138 138 138 138 138 138 138
138 138 138 138 138 138 138 138 138 138 138
GA140 158 148 162 158 162 158 168 162 162 162 162
172 148 166 162 168 158 168 172 172 172 172
GA021 114 116 112 112 106 106 106 112 112 114 114
114 116 112 114 114 114 114 112 114 114 114
GAGGS 117 117 117 119 117 117 117 117 119 117 117
117 117 127 127 119 117 117 117 127 117 117
GA057 180 184 161 180 180 161 161 180 180 180 180
182 184 184 184 180 180 180 180 180 184 180
GAO16 104 104 114 104 104 104 104 104 104 104 104
104 104 114 114 114 104 104 114 104 104 114
Anexo 7 - Genétipo de cada variedade de mandioca em 11 locos de microssatélites
{Continuagiio)
Microsatélite DG115 |DG1i6 [DG118 IDG138 {DG117 {DGI19 {DG120 {DG121 {DG122 IDG123 {DGI124
GA136 152 154 150 154 150 154 154 144 150 144 154
158 154 158 158 158 158 158 158 154 154 158
GA126 182 182 182 182 182 182 182 182 182 182 182
219 182 219 188 219 219 188 219 188 219 184
GAO012 137 137 137 137 137 137 137 137 137 147 137
145 145 137 137 137 147 137 145 147 147 147
GA131 96 96 96 96 96 96 96 96 114 114 106
116 116 116 102 116 106 102 116 114 116 106
GA134 317 317 317 317 317 309 317 317 317 317 317
317 317 317 317 317 317 317 317 317 317 317
GAO13 138 138 138 138 138 138 138 138 138 138 138
138 138 138 138 138 138 138 138 138 138 138
GA140 168 158 162 162 162 162 162 168 162 166 162
172 166 168 172 168 168 172 172 162 168 162
GAG21 114 114 112 114 112 112 114 114 114 112 112
114 114 112 114 112 114 114 114 114 114 112
GAGGS 117 127 127 117 127 117 117 117 117 117 117
127 127 127 117 127 127 117 117 117 127 127
GA0S7 161 180 161 161 161 161 161 161 180 161 161
180 180 180 180 180 161 180 182 180 180 184
GAO16 104 104 104 104 104 104 104 104 104 104 104
104 104 114 104 114 114 114 104 104 104 104
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(Continuaciic)
Microsatélite DG125 |DG126 IDG127 {DG128 |DG129 IDG130 IDGI31 {DG132 {DG133 IDG134 {DG137
GAl36 158 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150
158 158 150 158 154 158 158 158 158 158 154
GA126 182 184 184 188 184 182 188 182 184 182 182
190 212 212 219 212 184 219 184 188 182 212
GAO12 145 145 145 137 137 137 137 137 137 137 137
145 145 145 145 145 145 145 145 145 147 145
GA131 106 106 106 96 96 96 96 96 106 106
116 116 116 116 116 106 116 106 116 116 116
GA134 317 309 317 317 317 309 317 309 309 309 317
317 317 317 317 317 317 317 317 317 317 317
GAO13 138 138 138 138 138 138 138 138 138 138 138
138 138 138 138 138 138 138 138 138 138 138
GA140 158 148 162 148 162 158 148 158 148 158 148
166 162 168 162 168 162 162 162 162 162 162
GA021 114 112 112 112 114 112 112 112 114 112 112
114 114 116 116 116 116 116 116 116 116 116
GAGGS 127 117 117 117 117 127 117 127 117 117 117
127 127 127 127 127 127 127 127 127 127 117
GAO057 161 184 180 161 184 180 161 180 161 180 180
161 184 184 180 184 184 180 184 180 180 184
GAO016 104 104 104 104 104 104 114 104 104 104 104
104 114 104 114 114 114 114 114 114 104 104
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Alelos R. Negro |R.Branco |R.Selimées [AMAZONIA [LitoralSP |TOTAL Aipins Bravas
GA136
144/154 0,00 0,00 6.25 2,22 0.00 182 0,00 2,63
144/158 13.04 0,00 6.23 8.89 0,00 7,27 0,00 10,53
150/150 4,35 0,00 0.00 222 1111 3.64 5.88 2,63
150/154 4,35 16,67 6.25 6.67 11.11 9,09 17,65 5,26
1507156 13,04 0.00 0.00 6,67 0,00 545 0.00 7.89
150/158 17,39 33,33 31.25 24 44 77,78 32,73 64,71 18.42
152/158 0,00 0.00 6.25 222 0.00 1,82 0,00 2,63
154/154 0,00 0,00 6.25 222 0,00 1,82 0,00 2.63
154/156 13,04 0,00 0,00 6.67 0,00 5,45 0,00 7,89
154/158 4,35 33,33 3125 17.78 0,00 14,55 11,76 13,79
156/158 21,74 0.00 0.00 11,11 0,00 9,09 0,00 13,16
158/158 8,70 16,67 6,25 8,89 0,00 7,27 0,00 10,53
GA126 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
182/182 26,09 50,00 18.75 26,67 11,11 23,64 5.88 31,58
182/184 8,70 16,67 6.25 8.89 2222 10,91 35,29 0,00
182/188 17.39 16.67 25.00 20,00 0,00 16,36 0,00 23.68
182/190 0,00 0,00 6.25 2,22 0,00 1,82 0,00 2,63
1827212 21,74 0,00 6.25 13.33 0,00 12,73 5,88 15,79
182219 0,00 16,67 37.50 15,56 0,00 12,73 11,76 13,16
184/212 0,00 0,00 0.00 0,00 33,33 5,45 17.65 0,00
184/188 0,00 0,00 0.00 0,00 11,11 1,82 5,88 0,00
188/212 8,70 0,00 0,00 4,44 0,00 3.64 0,00 3,26
188/219 4,35 0,00 0.00 2,22 22,22 545 17,65 0,00
2127212 8,70 0,00 0,00 4,44 0,00 3,64 0,00 5,26
212/219 4,35 0,00 0,00 2,22 0,00 1,82 0,00 2,63
GAO012 100,00 100,00 160,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
137/137 34,78 16,67 31.25 31,11 0,00 25,45 5,88 34,21
137/145 26,09 16,67 31.25 26,67 66,67 34,55 47,06 28,95
137/147 34,78 16,67 18.75 26,67 11,11 23,64 35,29 18,42
145/145 4,35 16,67 12.50 8.89 22,22 10,91 11,76 10,53
145/147 0,00 16,67 0.00 222 0,00 1,82 0,00 2,63
147/147 0,00 16.67 6,25 4,44 0,00 3,64 0.00 5,26
GAQ12 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 160,00 100,00
096/096 0,00 16,67 0.00 222 0,00 1,82 0,00 2,63
096/102 0,00 0,00 12,50 4,44 0,00 3,64 0,00 5,26
096/106 8,70 16,67 6,25 8,89 22,22 10,91 35,29 0,00
096/114 4,35 0,00 12.50 6.67 0,00 5,45 0,00 7,89
096/116 0,00 16,67 31.25 13,33 44,44 18,18 29,41 13,16
100/116 4,35 0.00 0,00 2,22 0,00 1,82 0,00 2,63
102/114 17,39 0,00 6.25 11,11 0,00 9,09 0,00 13,16
102/116 8,70 0,00 6,25 6,67 0,00 5,45 0,00 7.89
104/116 13,04 0,00 0,00 6,67 0,00 5,45 0,00 7,89
106/106 0,00 0.00 6.25 2,22 0,00 1,82 5,88 0,00
106/116 0,00 16,67 6.25 4.44 33,33 10,91 23,53 5,26
112/114 0,00 16,67 0.00 222 0.00 1,82 0,00 2,63
114/114 435 0,00 6.25 4,44 0,00 3,64 0,00 5,26
114/116 34.78 16,67 6.25 2222 0,00 18,18 0,00 26,32
116/116 4,35 0,00 0.00 2,22 0,00 1,82 5,88 0,00
GA134 100,00 100,60 100,00 100,00 100,60 100,60 100,00 100,00
309/309 13,04 0,00 0.00 6,67 0,00 5,45 0,00 7.89
309/317 39,13 50,00 6.25 28,89 55,56 32,73 58,82 21,05
317317 34,78 50,00 9375 57,78 44,44 56,36 41,18 63,16
317/326 13,04 0.00 0,00 6,67 0,00 5,45 0,00 7.89
160,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
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Alelos R. Negro |R. Brance ISolim(')es !AMAZGN!A ‘Litoral SP JTOTAL Aipins Bravas
GA013
136/138 4,35 0,00 0,00 2,22 0.00 1,82 0,00 2,63
138/138 95,65 100,00 100,00 57,18 100.00 98,18 100.00 $7.37
GA140 100,00 160,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
148/148 4,35 16,67 0,00 4,44 0.00 3,64 5.88 2,63
148/162 0,00 0,00 0,00 0.00 44.44 9,09 29.41 0,00
158/158 0,00 16,67 0,00 222 0.00 1,82 0,00 2,63
158/162 13,04 16,67 0.00 3.89 33.33 12,73 35.29 2,63
158/166 0.00 0,00 12,50 4,44 0.00 3,64 0,00 5,26
158/172 34,78 0,00 0,00 17,78 0.00 14,55 0,00 21,05
162/162 0,00 0,00 12,50 4.44 0,00 3,64 5.88 2,63
162/166 13,04 16,67 0.00 8.89 0.00 7.27 0,00 10,53
162/168 0,00 16.67 18.75 8.89 22.22 10,91 23,53 5,26
162/172 8,70 0,00 37,50 17.78 0,00 14,55 0.00 21,05
166/166 435 0.00 0,00 2.22 0.00 1,82 0,00 2,63
166/168 0,00 0,00 6,25 2.22 0.00 1,82 0,00 2,63
166/172 13,04 0.00 0,00 6,67 0.00 5,45 0,00 7,89
168/168 0,00 16,67 0.00 2,22 0.00 1,82 0,00 2,63
168/172 0,00 0,00 12,50 444 0.00 3.64 0,00 5,26
172/172 8,70 0.00 0.00 4.44 0,00 3,64 0.00 5.26
GA021 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
106/114 0,00 50,00 0.00 6,67 0,00 5,45 0,00 7.89
109/114 4,35 0,00 0,00 2,22 0.00 1,82 0,00 2,63
110/114 13,04 0,00 0,00 6,67 0,00 5,45 0,00 7,89
112/112 4,35 16,67 25,00 13,33 0.00 10,91 11,76 10,53
112/114 26,09 16,67 18,75 22,22 11,11 20,00 35,29 13,16
112/116 0,00 0,00 0,00 0,00 66.67 12,73 41,18 0,00
114/114 52,17 0,00 56,25 46,67 0,00 38,18 0,00 35,26
114/116 » 0,00 0.00 0,00 0.00 22,22 3,64 11,76 0,00
116/116 0,00 16,67 0,00 2,22 0.00 1,82 0,00 2,63
GAGGS 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 160,00
117/117 43,48 50,00 4375 44 44 0,00 38,18 5.88 52,63
117/119 21,74 16,67 0,00 13.33 0,00 10,91 0.00 15,79
117/127 8,70 16,67 25,00 15,56 71,78 2545 52,94 13,16
119/119 4,35 0,00 0,00 2,22 0,00 1,82 0,00 2,63
119/127 17.39 16,67 6,25 13,33 0.00 10,91 17,65 7,89
127/127 4,35 0,00 25.00 11,11 22,22 12,73 23,53 7,89
GA0S57 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
161/161 4,35 0,00 12,50 6.67 0,00 5,45 5,88 3.26
161/180 17,39 33,33 37,50 26,67 3333 27,27 23,53 28,95
161/182 0,00 0,00 6,25 2,22 0,00 1,82 0,00 2,63
161/184 0,00 16,67 6,25 4,44 0,00 3,64 5,88 2,63
180/180 52,17 16,67 31,25 40,00 11,11 34,55 3,88 47,37
180/182 8,70 0,00 0.00 4.44 0,00 3,64 0.00 5,26
180/184 17,39 16,67 6,25 13,33 33,33 18,18 47,06 5,26
184/184 0,00 16,67 0.00 2,22 22,22 5,48 11,76 2,63
GAO16 106,60 100,60 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
104/104 73,91 50,00 62,50 66,67 22,22 60,060 29,41 73,68
104/114 26,09 33,33 37.50 31,11 66.67 36,36 64,71 23,68
114/114 0,00 16,67 0.00 2,22 11.11 3,64 5.88 2,63
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
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Anexo 10 - Indices de similaridade (Nei & Li) entre 55 variedades de mandioca,
a partir de 156 bandas de RAPD

DGO38 {DGO39 (DGO40 |DGO41 {DGO42 IDGO43 IDGO44 |DGO4S (DGO46 {DGO47 [DGO48 |DGO49
DGO38 1.00
DGB3S 0.85 1.00
DGO40 0.89 0,86 1.00
DGO41 0,89 0.87 0.99 1.00
DGO42 0.88 0.85 0.88 0.87 1,00
DGO43 0.88 0,89 0.91 0.90 0.87 1.00
DGO44 0.88 0.88 0.90 0,90 0.89 0.89 1.00
DGO4S 0,85 0.94 0.86 0.87 0.86 0.88 0.88 1,00
DGO46 0.93 0.88 0.87 0.89 0.88 0.88 0.89 0,86 1.00
DGO47 0,91 0.87 0.93 0.93 0,89 0.87 0.90 0,89 0.90 1.00
DGO48 0,90 0,87 0,91 0,92 0,89 0.91 0.91 0.85 0.89 0.91 1,00
DGO49 0,89 0.88 0,89 0,89 0,87 0,89 0,91 0,89 091 0,92 0,91 1,00
DGO50 0.91 0.91 0,89 0,90 0.84 0.88 0.87 0,89 0.91 0,90 0,89 0,88
DGOS1 0,88 0,90 0.91 0.91 0,85 0,97 0.89 0.88 0.88 0.88 0.90 0,88
DGOS2 0.93 0.88 0.91 0,92 0.89 (.88 0.89 0,85 0.92 0.90 0.91 0,91
DGO54 0.93 0.88 0.89 0.90 0.86 0,89 0.91 0.88 0.92 0.92 0,91 0,90
DGOSS 0,91 0,89 0,92 0.93 0,85 0.88 0.90 0,89 0.90 0,91 0.88 0,89
DGOS6 0.92 0.88 0.91 0.91 0.89 0.87 0.91 0.86 0.92 0.92 0.89 0,91
DGOS8 0,92 0,86 0.91 091 0,86 0,89 0.88 0.87 0.90 0.92 0,88 0,89
DGO59 0,90 0,90 0,89 0,90 0.86 0,87 0.92 0.89 0.91 0,92 0,92 0,98
DGO60 0,91 0,91 0,89 0,90 0,89 0,90 0.90 0,88 0.93 0.90 0,93 0,92
DGO61 0,86 0,91 0,84 0.85 0,84 0.84 0.88 0,89 0.87 0,85 0,86 0,88
DG062 0,92 0,87 0,89 0,90 0,85 0.89 0.88 0,87 0.91 0.90 0.89 0,87
DGO065 0,90 0,91 0,88 0,89 0,86 0,87 0,91 0,89 0.91 0,91 0,50 0,90
DGO67 0.87 0,91 0,85 0,86 0,85 0.85 0,89 0,90 0.88 0,86 0.87 0,89
DGO68 0,85 0,93 0,84 0,85 0,84 0,86 0,87 0,99 0.86 0,88 0.84 0,87
DG069 0,85 0,85 0,85 0,86 0,86 0,83 0.88 0,85 0.84 0,87 0,85 0,83
DGO70 0,87 0,86 0,87 0,87 0,86 0.86 0,88 0,85 0,84 0,88 0,84 0,85
DGO73 0.89 0.91 0,89 0,89 0,85 0,87 0.89 0,90 0.89 0.90 0,88 0.89
DG111 0,94 0,90 0,94 0,94 0,88 0,89 0.90 0,89 0.89 0,91 0,88 0,87
DG112 0,98 0.87 0,88 0.88 0,86 0.89 0,89 0,86 092 0.89 0,88 0,88
DG113 0,92 0,88 0.91 0,92 (.88 0.89 0.90 0.88 0.91 0.91 (.88 0,88
DG114 0.86 0,85 0.86 0,87 0.86 0,83 0.84 0,87 0.87 0.85 0.82 0.81
DG115 0,91 0,87 0.91 0.92 0,89 (.88 0.91 0.86 0.89 0.91 0,90 0,89
DG116 0,88 0,85 0.86 0,87 0,87 0.83 0,83 0,84 0.86 0,87 0,83 0,83
DG118 0,87 0,90 0,87 0,86 0,82 0,86 0.83 0,92 0.87 0,87 0,84 0,85
DG138 0,90 0,87 0.88 0.88 0,87 0.87 0,91 0,87 0,89 0,90 0,87 0,89
DG117 0,87 0,90 0.86 0,86 0.82 0.85 0.84 0,91 0.88 0,86 0,84 0,85
DG119 0.87 0,93 0.86 0,87 0,83 0.88 0,88 0,92 0.88 0,86 0,87 0,88
DG120 0,91 0.87 0,88 0,89 0.87 0.87 0,91 0.86 0.89 0,90 0,88 0,89
DG121 0,90 0,91 0,90 0,91 0,86 0,89 0,91 0,91 0.88 0,92 0,89 0,90
DG122 0,88 0,89 0,86 0,87 0,85 0.85 0,90 0.86 0.86 0.88 0,88 0,88
DG123 0.85 0,83 0,85 0.85 0.87 0,84 0.85 0,85 0.88 0.87 0.82 0,84
DG124 0,88 0,91 0.86 0.86 0,84 0,87 0.86 0,91 0,87 0,85 0,85 0,86
DGI125 0,85 0,85 0.85 0,86 0.87 0,84 0,86 0,86 0.88 0.88 0.84 0,85
DG126 0.87 0,93 0.87 0.86 0,86 0.89 0.87 0,93 0.89 0.88 0,85 0,88
DG127 0,86 0,91 0,85 0.86 0.84 0,89 0,84 0.89 0.89 0.86 0,88 0,87
DG128 0,87 0,94 0.86 0,87 0.86 0,87 0.89 0,92 0.88 0.89 0.88 0,89
DG129 0,87 0,92 0.86 0.86 0.84 0,88 0.86 0,91 0.89 0.86 0,86 0.87
DG130 0.88 0,94 0,85 0.86 0.85 0.89 0.85 0,91 0.89 0.87 0.86 0.87
DG131 0.86 0,94 0.85 0,86 0,85 0.87 0.88 0,89 0.89 0,87 0.87 0,88
DG132 0,88 0.95 0.84 0.85 0,84 0,87 0,86 0.91 088 0,86 0.87 0.87
DG133 0.87 0,93 0.86 0.86 0,84 0.88 0.86 0,90 0.87 0.87 0,85 0,87
DG134 0.85 0,89 0.85 0.86 0,87 0.84 0.85 0.90 0.88 0.87 0.84 0,86
DG137 0,86 0,94 0.86 0.86 0,84 0,88 0.88 0.91 0.88 0,88 0.86 0.89




Anexo 10 - Indices de similaridade (Nei & Li) entre 55 variedades de mandioca,

a partir de 156 bandas de RAPD (Continuacio)

DGOS¢ IDGOSI |DGOS2 |DGOS4 IDGOSS {DGO05S6 {DGO5S8 |IDGOSS [DGO60 |IDGO6I IDGO62 {DGO6S
DGO38
DG039
DGO4C
DGO41
DGG42
DGO43
DGO44
DGO4S
DGO46
DGO47
DGO48
DG649
DGOs0 1.00
DGO51 0.90 1,00
DGO52 0.89 0,89 1.00
DGOS4 0.90 0,90 0,93 1.00
DGOSS 0.89 0.90 0,92 0,93 1.00
DGOS6 0.90 0.86 0,93 0.90 0,90 1.00
DGOS8 0.90 0.90 0.91 0.93 0.94 0.91 1.00
DGO59 0,90 0,89 0,91 0,92 0.91 0.91 0,90 1,00
DGO6O 0,92 0,92 0,96 0,94 0.92 0.92 0,91 0,93 1,00
DGO61 0.90 0,86 0,88 0.89 0,87 0,88 0.86 0,90 0.90 1,00
DGO62 0,89 0,90 0,91 0.93 0,93 0,90 0.98 0.8% 0.90 0,86 1.00
DGO6S 0,93 0,88 0,90 0,91 0,90 0,90 0,89 0,93 0,94 0,91 0,88 1,00
DG0867 0,89 0,87 0,88 0,89 0,88 0,89 0,87 0.91 0,91 0,99 0,86 0,91
DGO6S 0,89 0,87 0,84 0,88 0,89 0,84 0,86 0,89 0,88 0,90 0,86 0,90
DGO69 0,84 0,85 0,87 0,87 0,87 0,87 0,84 0,85 0,87 0,85 0,84 0,88
DGO70 0,86 0,86 0,87 0,88 0,89 0.89 0.89 0.85 0,88 0,85 0,87 0,38
DGO073 0.88 0.87 0,90 0,89 0,88 0.91 0,90 0,90 0.92 0,87 0,88 0,92
DG111 0,91 0,90 0.92 0,91 0,93 0,90 0,92 0,89 0,91 0.87 0,90 0,91
DG112 0.91 0.89 0,91 0,93 0,91 0.90 0,93 0.89 0,91 0,86 0,92 0,89
DG113 0.91 0,90 0,92 0,92 0.93 0.89 0,92 0.89 0,93 0,88 0,92 0,93
DG114 0.86 0,84 0.86 0.86 0,87 0,86 0,87 0.81 0.85 0,83 0,88 0,84
DG115 0.89 0.88 0,92 0,93 0,91 0.90 0,92 0.90 0,92 0,86 0.92 0,92
DG116 0.86 0,84 0.88 0,88 0,86 0,87 0,87 0.85 0.88 0,84 0,86 0,87
DG118 0,89 0.87 0,85 0.87 0,89 0,87 0,87 0,86 0,88 0,87 0,87 0,89
DG138 0,90 0,88 0.89 0,92 0.89 0,89 0.90 0.89 0.92 0,88 0,88 0,92
DG117 0,89 0,88 0,86 0,88 0,89 0,86 0.87 0,87 0,88 0,89 0,87 0,88
DG119 0,91 0,89 0,88 0,88 0.88 0,88 0,88 0,89 0,89 0,93 0,89 0,89
DG120 0,91 0,88 0,90 0,92 0,89 0,89 0,90 0,90 0,92 0,88 0.89 0,94
DG121 0,89 0,91 0,90 0,92 0,92 0,90 0,91 0,92 0,92 0,89 0,91 0,92
DG122 0,86 0.85 0,89 0,89 0,90 0,88 0,87 0.88 0,90 0,86 0,88 0,90
DG123 0,83 0,84 0,87 0,88 0,85 0,87 0,88 0,83 0,87 0,83 0,87 0,84
DG124 0,88 0,89 0,86 0,88 (.88 0,86 0,88 0,88 0,88 0,91 0,88 0,87
DG125 0,84 0,85 0,88 0,87 0.86 0,86 0,87 0,85 0,88 0,84 0.87 0,86
DG126 0,89 0.88 0,87 0,87 0,88 0.87 0.86 0.87 0.89 0,91 0,85 0,90
DG127 0,85 0,89 0,88 0.86 0,88 0.87 0,88 0,87 0.91 0,87 0,89 0.87
DG128 0,89 0.88 0,89 0,90 0,90 0,89 0.88 0,90 0,90 0,89 0,88 0,89
DG129 0,89 0,88 0,87 0,87 0.88 0,88 0,89 0,87 0,50 0,91 0,88 0,90
DG136 0,89 0,89 0,88 0,88 (.88 0.88 0.89 0,87 0,91 0,92 0,88 0,91
DG131 0,88 0,89 0,89 0.90 0,90 0,88 0.89 0,89 0.91 0,89 0,90 0,89
DG132 0,89 0,88 0,87 0.88 0,88 0,87 0,88 0,88 0.91 0,92 0.88 0,91
DG133 0.86 0.87 0,87 0,87 (.88 0,87 0.87 0.87 0,87 0,87 0.87 0,87
DG134 0,88 0,85 0,86 0,86 0,89 0.85 0.87 0.87 0.88 0,88 0.87 0,90
DG137 0.90 0,89 0,87 0.90 0.89 0.88 0.88 0,91 0,90 0,92 0,87 0,92




Anexo 10 - Indices de similaridade (Nei & Li) entre 55 variedades de mandioca,
a partir de 156 bandas de RAPD (Continuacio)

DG667 |DGO68 |DG069 |DGO70 {DG073 {DG111 {DG112 |DGI13 {DGI114 |DGIIS {DGil¢ [DGI1i8
DGO38
DG639
DGO46
DGo41
DGO42
DGO43
DGO44
DGO45
DGO46
DG047
DGO48
DG049
DGO50
DGOS}
DGOS2
DG054
DGOSS
DGO56
DGO58
DGO59
DG660
DGO61
DG062
DGO6S
DGO67 1,00
DGO068 0,90 1,00
DG069 0,86 0,86 1,00
DGO70 0,85 0,85 0.89 1.00
DGO73 0,87 0.89 0.85 0,88 1,00
DG111 0,87 0,89 0.87 0,88 0.91 1,00
DG112 0.87 0.86 0.83 0,88 0,89 0.93 1,00
DG113 0,88 0.88 0.85 0,88 0,91 0.94 0.92 1,00
DG114 0.84 0,87 0.89 0,90 0,86 0,89 0.87 0,87 1.00
DG115 0.87 0.85 0.87 0.88 0,89 0.91 0.90 0,92 0.84 1,00
DG116 0.85 0.85 0.91 0,92 0.86 0,88 0,87 0,87 0,92 0,87 1.00
DG118 0,87 0,92 0,84 0,85 0.89 0.89 0,87 0,86 0,86 0,85 0,86 1,00
DG138 (.88 0.86 0.85 0,89 0,92 0.90 0,90 0,91 0,82 0.91 0,86 0,85
DG117 0.89 0.92 0.85 0,83 0,88 0,89 0,88 0,86 0,86 0.85 0,85 0,98
DG119 0,93 0,91 0,85 0,85 0,89 0,87 0.86 0,87 0,84 0,87 0,83 0,89
DG120 0,88 0,86 0.85 0,89 0,91 0,90 0,91 0,93 0,83 0,92 0,87 0,85
DGI121 0,90 0,90 0.88 0.91 0.90 0,92 0,90 0,90 0.87 0.89 0,88 0,89
DG122 0.86 0.85 0.84 0,88 0,88 0,88 0,87 0,89 0,86 0,89 0,85 0,84
DG123 0,83 0.84 0.88 0,89 0,88 0,85 0,85 0,86 0,92 0,84 0,92 0,84
DG124 091 0,90 0.84 0,85 0,86 0,88 0.87 0,86 0,86 0,86 0,85 0,90
DG12§ 0.85 0,86 0,90 0,90 0,89 0,85 0.85 0.87 0,92 0,87 0,92 0,83
DG126 0,91 0,91 0.84 0,86 0,89 0,90 0,89 0,89 0.84 0,86 0.84 0,91
DG127 0,87 0,88 0.85 0.87 0,88 0.88 0.87 0,86 0.87 0.86 0,87 0,91
DG128 0.90 0,90 0,86 0.87 0.89 0,89 0.88 0.88 0,85 0,89 0.86 0,87
DG129 0,92 0,90 0.84 0.85 0.89 0,89 0.87 0,89 0.87 0,86 0.86 0,90
DG130 0.92 0.90 0.84 0.87 0.91 0,89 0,90 0,90 0,87 0,86 0.87 0,91
DG131 0,89 0,88 0.86 0.86 0,88 0,87 0.87 0,88 0,85 0,89 0.84 0.87
DG132 0,92 0,91 0.84 0.86 0,90 0.89 0.90 0,89 0,86 0.86 0,86 0,90
DG133 0.88 0,88 0.84 0,87 0,87 0.87 0.88 0.84 0,85 0.87 0,86 0,91
DG134 0,88 0,90 0.88 0.88 0.87 0.87 0.86 0.88 0.89 0,86 0,87 0.87
DG137 0,92 0.90 0.86 0.87 0.90 0.87 0.88 0,88 0.83 0.88 0.84 0,91
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DG138

DG117

DG119

DG120

DG121

DG122

DG123

DG124

DG126 |DG127

DG128

DGO38

DGO39

DGo40

DGO41

DGO42

DG043

DGO44

DGO45

DGO46

DG047

DGO48

DGO4Y

DGO50

DGOS1

DGO52

DGO054

DGOSS

DGO56

DGOB58

DGOS9

DGO60

DG061

DGO62

DGO65

DG067

DGO68

DG0O69

DG0O70

DGO73

DG111

DG112

DG113

DGI14

DG115

DG116

DG118

DG138

1,00

DG117

0,85

1,00

DG119

0,88

0,90

1.00

DG120

0,98

0.84

0,88

1,00

DG121

0.90

0.88

0,90

0,91

1.00

DG122

0.89

0.84

0,86

0.90

0,92

1,00

DG123

0,86

0,85

0,84

0,85

0,86

0,85

1,00

DG124

0,86

0,93

0,94

0,86

0,89

0.86

0,87

1,00

DG125

0.87

0,83

0,86

0.87

0,88

0,87

0.97

0,88

1,00

DG126

0,90

0,91

0,92

0,89

0,87

0.86

0,85

0,92

0.85

1,00

DG127

0,85

0,90

0,89

0.86

0,90

0.89

0.85

0,89

0.85

0,89 1,00

DG128

0,89

0,87

0,91

0.90

0,92

0.89

0.84

0.89

0.86

0,92 0,91 1.00

DG129

0.89

0,89

0,91

0.89

0,89

0.88

0.83

0.88

0,84

0,92 0,93 0,91

DG130

0,90

0.90

0.91

0.90

0.90

0.88

0.84

0.90

0.85

0,95 0.93 0,92

DG131

0.89

0,87

0,91

0.89

0,91

0.90

0.85

0,90

(.88

0.91 0.91 0,97

DG132

0,89

0.91

0,92

0.89

0,90

0.88

0.83

0,91

0,85

0,95 0.94 0,93

DG133

0.88

0.89

0.91

0.87

0,90

0.88

0,84

0,90

0.85

0.93 0,93 0,93

DG134

0,86

0,87

0,89

0.87

0.87

0.84

0.85

0.89

0.88

0,88 0.89 0.88

DG137

0,89

0,92

0.92

0.88

0.91

0.87

0.83

Q.90

0.84

0,92 0,89 0,92
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Anexo 10 - Indices de similaridade (Nei & Li) entre 85 variedades de mandioca,
a partir de 156 bandas de RAPD (Continuacio)
DG129 IDG136 {DG131 |DG132 IDG133 [DG134 {DGI37

DGO38
DGO39
DGo40
DGO41
DGO42
DGO43
DGO44
DGO45
DGO46
DGO47
DGO48
DGO49
DGOSG
DGOS1
DGO052
DGO54
DG5S
DGO56
DGOS8
DGOS59
DGO60
DGO61
DGO62
DGO6S
DGO67
DGO68
DGO69
DGO70
DGO73
DG111
DG112
DG113
DG114
DG115
DGIi16
DG118
DG138
DG117
DG119
DG120
DG121
DG122
DG123
DG124
DG125
DG126
DG127
DG128
DG129 1,00
DG130 0.96 1.00
DG131 0.91 0,91 1,00
DG132 0,93 0,98 0,92 1,00
DG133 0,92 0,93 0,93 0,92 1,00
DG134 0.88 0.90 0.87 0.90 0.87 1,00
DG137 0.91 0.93 0,91 0,93 0.93 0.90 1,00
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a partir de 134 bandas de AFLP

166

DGO38 IDGO39 IDGO46 {DGO41 IDGO042 IDGU43 |DGO44 |DGO4S IDGO46 [DGO47 |DGO48 |DGO49
DGO38 1.00
DG039 0.79 1.00
DGO 0.88 080 1.00
DGO41 0.83 0,78 0.89 1.00
DGO42 0.88 (.80 0.87 0.80 1.00
DGO43 0.88 0.81] 0.87 0.82 0.87 1.00
DGO044 0,89 0.80 0.87 0,84 0.82 0.87 1.00
DGO4S 0.83 0.81 0.84 0.81 0.83 0.85 0.84 1.00
DGO46 0,86 0.75 0.87 0.83 0,84 0.86 0.86 0.84 1,00
DGO47 0,86 0.84 0.85 0.81 0.83 0.85 0.83 0.82 0.82 1.00
DGO48 0,84 0.83 0.84 0,84 0.88 0.86 0.84 0.82 0.84 0.83 1,00
DGO49 0.89 0.83 0.87 0,82 0.89 0.91 0.87 0,86 0.85 0,88 0,88 1,00
DGO50 0.86 0.82 0,87 0,84 0.84 0.86 0,87 0,84 0.85 0.84 0,86 0.91
DGOS1 0,88 0.82 0.87 0,81 0,86 0.97 0.86 0.87 0.85 0,88 0.87 0,92
DGOS2 0.84 0.80 0.86 0,81 0.84 0.87 0.84 0.82 0,88 0,88 0.83 0.87
DGO54 0.86 0,81 (.88 0,86 0.86 0.87 0.85 0.83 0.85 0.88 0,87 0.88
DGOSS 087 0.83 0.87 0.83 0.88 0.87 0.83 0,86 0.82 0.83 0.84 0,87
DGOS6 0.85 0.81 0.87 0.83 0.85 (.86 0.84 0.82 0.83 0.86 0.86 0,85
DGOSS 0,88 0.83 0.86 0,82 0,85 0.88 0.85 0.84 0.83 0,85 0.85 0,88
DGO059 0,89 0.84 0.86 0,83 0.89 0.91 0,87 0,85 0.86 0,88 0,89 0,99
DGO60 0.87 0.78 0,86 0,82 0,84 0,85 0.86 0.80 0,91 0,85 0,85 0,85
DGO61 0,86 0.83 0,85 0,82 0,84 0,86 0.84 0,98 0,83 0,84 0,85 0,88
DGO62 0,83 0.80 0.81 0.81 0,81 0.86 0.81 0.84 0.81 0,80 0,81 0,86
DGO6S 0,82 0.86 0.83 0,78 0,78 0,83 0.86 0,80 0,79 0.85 0,80 0,86
DGO67 0,85 0,84 0.85 0,79 0,81 0,84 0.86 0.84 0,81 0,87 0,83 0,88
DGO68 0,84 0,83 0.83 0,80 0.83 0,83 0.83 0,98 0.82 0,83 0,84 0,87
DG069 0,81 0,84 0,87 0,80 0,82 0.84 0.89 0,82 0.82 0,85 0,80 0,86
DGO70 0,86 0,83 0.89 0,84 0,84 0,87 0.86 0,84 0,82 0,89 0,84 0,91
DGO73 0.84 0,84 0,85 0.83 0,85 0.84 0,85 0,85 0.83 0.85 0,86 0,86
DG111 0.92 0.81 0,87 0,84 0,87 0.86 0.87 0.85 0.85 0,87 0,86 0,86
DG112 0,97 0,79 0,88 0,83 0.86 0.85 0.87 0,83 0.83 0.86 0.85 0,89
DG113 0.88 0.82 0.90 0.84 0,86 0.84 0.85 0.84 0.83 0,87 0.87 0,88
DG114 0.88 0,80 0.88 0.81 0.87 0.86 0.85 0,82 0.88 0,88 0,86 0,90
DG1i5 0.84 0.80 0.86 0.84 0,86 (.84 0,83 0,83 0.84 0.84 0,87 0,84
DG116 0.85 0,79 0.83 0,81 0.82 0,82 0.81 0,84 0.80 0.85 0,87 0,86
DG118 0,80 0,84 0,80 0,78 0,78 0.82 0,79 0,84 0,75 0,82 0,78 0,82
DG138 0.87 0,83 0.86 0,83 0,89 0,87 0.83 0,86 0.85 0.87 0,89 0,91
DG117 0,80 0,84 0,80 0,78 0.78 0.82 0.79 0,84 0,75 0,82 0,78 0,82
DG119 0,83 0,88 0.83 0,79 0,81 0.82 0.85 0,88 0,78 0,83 0,82 0,85
DG120 0,86 0,83 0,85 0,81 0.88 0.86 0.81 0,86 0,84 0.86 0,88 0,90
DG121 0,83 0,87 0.84 0,81 0.81 0.83 0,85 0,81 0.81 0,88 0,84 0,89
DG122 0,84 0.82 0,80 0,75 0,88 0.82 0,79 0,79 0.82 0.82 0,87 0,87
DG123 0,86 0,82 0,81 0,79 0,88 0.85 0,83 0,83 0,81 0,86 0,86 0,86
DG124 0,82 0.85 0.82 0,79 0,81 .81 0.82 0,87 0.81 0,86 0,82 0,84
DG125 0.84 0.79 0.84 0,81 0,83 0.86 0,85 0,82 0,83 0,85 0,84 0,86
DG126 0.81 0.88 0.83 0,80 0.79 0.83 0.82 0.83 0,79 0,83 0.82 0,85
DG127 0.81 0,86 0,84 0,81 0.78 0.80 0.81 0,82 0,79 0,86 0.82 0,84
DGI128 0,79 0.90 0.81 0.79 0,78 0.83 0.82 0,81 0,76 0.83 0,80 0.85
DG129 0,79 0.88 0.82 0,77 0,81 0.81 0.8} 0.83 0,78 0,83 0,81 0,83
DG130 0,82 0,88 0,84 0.80 0,82 0.86 0.83 0.84 0.80 0.85 0.85 0,87
DG131 0.79 0,90 0.80 0,79 0,78 0.84 0.81 0,81 0,75 0,83 0,79 0.84
DG132 0.83 0,88 0.85 0,81 0.82 0.87 0.83 0,84 0,80 0.86 0,85 0,87
DG133 0.78 0,88 0.80 0,76 0,80 0.81 0,82 0.83 0,78 0.80 0.80 0.85
DG134 0,79 0.85 0.82 0.78 0.80 0,84 0.82 0.84 0,79 0,84 0,81 0,85
DG137 0.82 0.86 0.82 0.78 0.80 0,82 0.83 0.83 0.80 0.86 0.83 0.88
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Anexa 11 - Indices de similaridade {Nei ¢ Li) entre 55 variedades de mandioca,
a partir de 134 bandas de AFLP (Continuacio)

DGO50 IDGOS1 |DGOS2 |DGO54 |DGOSS IDGOS6 |DGOSS {DGO59 |DG060 [DGO61 {DGO62 {DGO6S

DGO38

DGO39%

DGO40

DGO41

DGO42

DGO43

DGO44

DGO45

DGoO46

DGO47

DGO48

DGO49

DGOS0 1,00

DGOS1 0.87 1,00

DGO52 0,85 0.87 1,00

DGOS4 0.85 0.88 0.89 1,00

DGOSS 0.84 0.89 0.84 0.87 1.00

DGO56 0.84 0.87 0.85 0.90 0,84 1.00

DGO58 0.83 0,87 0.86 0,87 0.91 0.84 1.00

DGOSY 0.92 0,92 0.88 0.89 0.88 0,86 0,89 1.00

DGO60 0,86 0,85 0,86 0,88 0,83 0,85 0,85 0.86 1.00
DGO61 0,85 0,89 0.84 0,86 0,88 0,85 0,87 0,88 0,82 1,00
DG062 0,81 0,84 0,81 0,82 0,87 0,80 0,93 0.87 0.78 0.85 1,00

DGO6S 0,85 0,84 0,82 0,84 0.80 0,83 0,84 0,86 0.84 0,83 0,82 1,00
DGO67 0,85 0,86 0,83 0,85 0,85 0,85 0,85 0,88 0,85 0,86 0,83 0,88
DGO68 0,84 0,89 0,82 0,85 0.88 0,83 0,85 0.87 0.81 0,99 0,84 0,82
DGO69 0.84 0,85 0,82 0,81 0,81 0,83 0,81 0,85 0,83 0,82 0,77 0,87
DGO70 0,87 0,88 0.86 0,88 0,87 0,85 0,86 0,90 0.85 0,87 0,82 (.86

DG073 0,87 0,85 0.83 0,86 0,86 0.86 0,84 0.87 0.83 0,88 0,81 0,85
DG111 0,84 0,87 0,87 0,88 0,88 0,87 0,89 0,87 0.86 0,86 0,83 0.82
DG112 0.85 0,86 0.83 (.86 0.85 0,83 0,86 0.88 0.86 0.85 0,80 0,81
DG113 0.85 0,86 0.85 0,88 0.87 0,85 0,90 0.88 0.85 0,85 0,83 0,86
DG114 0.85 0.86 0.86 0.86 0.86 0,84 0.87 0.88 0.89 0,85 0.80 0,82
DG115 0.84 0.85 0.85 0,85 0.82 0.85 0.85 0.85 0.87 0.85 0,78 0.82
DG116 0.86 0,86 0.83 0.85 0,81 0,78 0,84 0,86 0.82 0,86 0,78 0,80
DG118 0.79 0.83 0.81 0,80 0,82 0,80 0.83 0,82 0,77 0,86 0,80 0,83
DG138 0,87 0,89 0,88 0.91 0,90 0,86 0.90 0,91 0,85 0,88 0,83 0,81
DG117 0,79 0,83 0,81 0,80 0,82 0,80 0.83 0.82 0.77 0,86 0,80 0,83
DG119 0,84 0,84 0,81 0,82 0.82 0,82 0,83 0,85 0.81 0,91 0,80 0,89
DGI126 0.86 0,89 0,86 0,90 0.89 0,84 0,88 0,90 0.84 0,87 0,81 0,81
DG121 0.86 0.85 0.87 0,89 0.82 0,84 0,81 0,89 0.83 0,84 0,78 0.88
DG122 0.85 0,83 0,82 0,86 0.84 0,84 0,82 088 0.84 0.82 0,78 0,81
DG123 0.83 0,84 0.85 0,86 0,83 0,83 0,83 0,87 0,79 0,84 0,81 0,82
DG124 0.82 0,83 0.83 0,85 0,81 0,82 0,83 0,85 0,82 0,89 0,78 0,84
DG125 0,85 0,87 0,86 0,86 0.83 0,83 0.86 0,87 0.85 0,83 0,81 0,83
DG126 0.85 0,84 0,80 0.82 0.80 0,81 0,82 0,86 0.82 0.86 0,80 0.88
DG127 0.84 0.83 0,80 0.83 0.80 0,81 0,81 0,84 0.84 0.85 0,79 0,89
DG128 0.82 0,84 0,80 0,82 0,81 0.80 0.82 0.85 0.80 0,84 0,79 0.87
DG129 0,81 0.84 0,81 0,84 0.80 0,81 0,80 0,82 0.83 0.84 0,76 0,86
DG130 0.86 0.87 0.82 0,85 0.84 0.79 0,85 0.88 0.84 0,86 0,83 0,86
DG131 0.81 0,84 0.80 0,82 0.82 0,80 0,83 0.85 0,80 0.84 0.80 0.87
DG132 0.87 0.88 0.83 0,85 0.85 0,80 0.86 0.88 0.84 0.87 0,83 0,86
DG133 0.82 0,83 0,82 0,82 0.81 0.79 0.82 0,85 0.81 0.86 0,80 0,89
DG134 0,86 0.87 0,83 0.82 0.83 0,80 0.81 0.85 0.80 0,87 0.80 0,86

DG137 0.84 0,85 0,83 0.84 0.82 0,81 0,84 0,88 0.83 0.86 0.81 0,93
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DGO67 IDGO68 IDGO69 IDGO70 {DGO73 |DGIi1 {DGI112 {DG113 [DGI14 |DGIiI5S |DGli6 |DGIIS
DGO38
DGO3S
DGO40
DGO41
DGO42
DGO43
DGO44
DGO45
DGO46
DGO47
DGO48
DGO49
DGOSO
DGOS1
DGOS2
DGOS4
DGOSS
DGOS6
DGO58
DGO59
DGO60
DGO61
DG062
DGO65
DG067 1,00
DGO68 0,86 1,00
DG069 0,87 0,81 1,00
DGO70 0,88 0,85 0.87 1,00
DGO73 0,84 0,86 0.85 0,89 1,00
DG111 0.84 0,85 0,83 0,84 0,85 1,00
DG112 0,85 0,84 0.82 0,85 0,83 0.92 1.00
DG113 0,88 0.84 0.83 0.88 0.84 0,91 0.89 1,00
DG114 0,86 0,84 0.84 0,87 0.84 (.86 0.88 0,88 1,00
DG115 0,82 0.85 0.84 0.85 0,87 0,88 0.86 0.87 0.83 1.00
DG116 0,83 0,87 0.79 0,84 0.82 0,85 0.88 0.87 0,83 0,85 1,00
DG118 0,85 0.86 0,81 0,85 0.84 0,80 0,78 0,80 0,79 0.82 0,82 1,00
DG138 0,87 0,87 0,82 0,90 0,87 0,88 0.87 0,91 0.89 0,86 0,88 0,81
DG117 0.85 0,86 0,81 0,85 0.84 0.80 0.78 0.80 0.79 0,82 0,82 1,00
DG119 0,89 0,90 0.87 0,86 0,88 0.81 0,82 0,85 0.83 0,86 0,84 0,91
DG120 0,87 0,88 0,81 0.88 0,86 0,87 0,86 0,90 0,88 0.86 0,89 0,81
DGI121 0,88 0,84 0,85 0.91 0,86 0.85 0,84 0,84 0.83 0,83 0,83 0,84
DG122 0,84 0,82 0,82 0,84 0,86 0,85 0.84 0.83 0,83 0,84 0,83 0,77
DG123 0,81 0,84 0,83 0,82 0,87 0,89 0,86 0.83 0,83 0,86 0.85 0,79
DG124 0,86 0,89 0,84 0,87 0.89 0.83 0.81 0,82 0,85 0,85 0,84 0.87
DGI12S 0.81 0,83 0.83 0,87 0,86 0,86 0.82 0,86 0,83 0,90 0,85 0,83
DG126 0,86 0.86 0,84 0,86 0,85 0.80 0,79 0.83 0.81 0,83 0,81 0,88
DG127 0,88 0,85 0,86 0,88 0.85 0.81 0.81 0,83 0,80 0,86 0.81 0,85
DG128 0,84 0,84 0.84 0.84 0,82 0,80 0.77 0,79 0.80 0,80 0.80 0,88
DG129 0,84 0,85 0,83 0.84 0,83 0,82 0.79 0,79 0,79 0,83 0,81 0.90
DG130 0,88 0.86 0.84 0,87 0,86 0,83 0.82 0.85 0.82 0,85 0,84 0.87
DG131 0.84 0,84 0.84 0,84 (.81 0,80 0.77 0,78 0,79 0,80 0,80 0,90
DG132 0.89 0,87 0,85 0.88 0,87 0.83 0.82 0,86 0.83 0.85 0.85 0,87
DG133 0.85 0.85 0.81 0.84 0.80 0.80 0.77 0.83 0,80 0.81 0.80 0,89
DG134 0,83 0.87 0.84 0.86 0.89 0.80 0.79 0.81 0.81 0,84 0.83 0.86
DG137 0.89 0,84 0.88 0.87 0,85 0.83 0.82 0.87 0.83 0,84 0.80 0.85
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Anexo 11 - indices de similaridade (Nei e Li) entre 55 variedades de mandioca,
a partir de 134 bandas de AFLP (Continuaciio)
DG138 IDG117 |DG119 |DGI120 {DGI21 IDG122 |DGI123 IDG124 {DGI

N
h

DGI126 |DG127 {DGI128

DGO38
DGO39
DGO46
DGO41
DG042
DGO43
DGO44
DGO45
DGO46
DG047
DG048
DG049
DGO50
DGO51
DGOS2
DGO54
DGOS5
DGO56
DGOSS
DGOS9
DG060
DGO61
DG062
DGO65
DGO067
DGO68
DG069
DGO76
DGO73
DG111
DG112
DG113
DG114
DG115
DG116
DG118
DG138 1,00
DG117 0,81 1,00
DG119 0,85 0,91 1.00
DG120 0.99 0.81 0,84 1,00
DGi21 0.87 0,84 0.87 0,87 1,00
DG122 0.89 0,77 0.81 0,88 0,89 1.00
DG123 0,88 0,79 0,83 0,87 0,86 0,89 1,00
DG124 0,84 0,87 0.91 0,84 0,87 0,84 0,85 1,00
DG125 0.87 0,83 0.83 0.86 0.82 0.82 0,85 0.84 1.00
DG126 0,82 0,88 0.90 0.82 0.87 0.79 0,79 0,88 0.82 1,00
DG127 0.82 0.85 0.88 0,82 0.88 0,80 0.83 0,87 0.83 0.90 1,00
DG128 0.79 0.88 (.89 0.79 0.87 0.78 0.81 0.88 0.82 0.91 0.38 1,00
DG129 0,82 0.90 0.88 0.83 0.89 0.80 0.81 0,86 0.80 0,91 0,89 0,91
DG130 0.84 0.87 0,89 0.84 0.86 0.82 0,82 0.89 0.84 0.91 0,91 0.89
DG131 0.79 0,90 0,89 0,79 0.87 0.78 0,79 0.88 0.81 0,91 0.87 0,98
DG132 0.84 0,87 0,90 0.84 0.87 0,82 0,83 0,90 0.85 0,91 0,92 0,90
DG133 0,83 0,89 0.90 0.83 0,86 0.76 0,77 0.84 0.80 0,92 0.87 0,91
DG134 0.82 0,86 0.88 0.82 0.83 0.81 0.81 0,88 0.86 0.85 0.84 0.83
DG137 0,84 0,85 0.90 0.83 0.86 0.81 0.81 0.87 0.83 0,89 0.90 0.87
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Anexo 11 - Indices de similaridade (Nei e Li) entre 35 variedades de mandioca,
a partir de 134 bandas de AFLP (Continuacio)
DG129 {DG136 {DG131 |DG132 IDGI33 |DG134 IDG137

DGO38
DGO39
DGO40
DGO41
DGO42
DGO43
DGO44
DGO4S
DGO46
DGO47
DGO48
DGO49
DGO50
DGOS1
DGo3s2
DGOS4
DGOSS
DGO0S6
DGOS8
DGO59
DG060
DGO61
DGO62
DGO65
DGO67
DGO68
DGO69
DGO76
DGO73
DG111
DG112
DG113
DG114
DG115
DG116
DG118
DG138
DG117
DG119
DG120
DG121
DG122
DG123
DG124
DG125
DG126
DG127
DG128
DG129 1.00
DG130 0,88 1.00
DG131 0,92 0,90 1.00
DG132 0.88 1,00 0.90 1,00
DG133 0.90 0,89 0.92 0.88 1,00
DG134 0,82 0,87 0.83 0,88 0.83 1.00
DG137 0.87 0,88 0,88 0.88 0.90 0.87 1.00




Anexo 12 - indices de similaridade (Nei e Li) entre 55 variedades de mandioca,
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a partir de 49 bandas de micr télites (Continuacio)

DGO38 |DG039 IDGO40 {DGO41 |DGO042 {DGO43 IDGO44 |DGO4S |DGO46 |DGO47 [DGO48 (DGO49
DG038 1,00
DG039 0,53 1.00
DGO40 0,61 0,42 1,00
DGO41 0.61 042 1,00 1,00
DGO42 0.53 0.53 0.61 0,61 1.00
DGO43 0,56 0.44 0.65 0.65 0.44 1.00
DG844 0.51 0,46 0.65 0,65 051 0,55 1.00
DGO4S 0,63 0,58 0.54 0.54 0,33 0.44 0,56 1,00
DGO46 0,50 0,56 0.51 0,51 0,50 0.59 0.60 0,65 1.00
DGO47 0,63 0,57 0,59 0,59 0.46 0,67 0.72 0,56 0.70 1.00
DGO48 047 0.53 0,67 0.67 0.53 0.63 0,63 0.47 0,61 0,74 1,00
DGO049 0,55 0,49 0,50 0,50 0.42 0,65 0,65 0.49 0.63 0,77 0,67 1.00
DGO50 0.61 0.49 0,69 0,69 0,55 0.65 0,71 0,70 0,63 0.71 0,55 0,75
DGOS1 0,56 0.44 0,65 0.65 044 1.00 0.55 0,44 0,59 0,67 0,63 0,65
DGOS2 0,57 0.46 0,53 0,53 0,40 0.79 0,56 0,56 0.81 0,72 0,63 0,65
DGO54 0.47 0.53 0.61 0,61 0.47 0,75 046 0,47 0,56 0.63 0,71 0,55
DGOSS 0,59 0,59 0,49 0.49 0.41 0,69 0,63 0,37 0.56 0,80 0,59 0,79
DGOS6 0.55 0,61 0.30 0,50 0.42 0.65 0.65 0.65 0,80 0,77 0,67 0,56
DGOSS8 0.61 0.49 0,63 0,63 0.36 0.7 0,65 0,49 0,63 0,88 0,67 Q.75
DGOSY 0,55 0.49 0,50 0,50 042 0,65 0,65 0,49 0,63 0,77 0,67 1,00
DGO6O 0,53 0,53 0,535 0,55 047 0.56 0,74 0.53 0,78 0,80 0.65 0,67
DGO61 0,63 0,58 0,54 0,54 0,53 0.44 0,56 1,00 0,65 0,56 0,47 0,49
DG062 0,61 0,49 0,63 0,63 0,36 0,71 0,65 0.49 0,63 0.88 0,67 0,75
DGO6S 0,39 0,65 0,33 0,33 0,26 0,35 0,44 0,40 0,49 0,50 0,39 0,40
DGO67 0,53 047 0.55 0,55 0,53 0,38 0,34 0,63 0.44 0,34 0,47 0,36
DG068 0,63 0,58 0,54 0,54 0,53 0,44 0,56 1,00 0,65 0,56 0,47 0,49
DG069 0,65 0.41 0,67 0,67 0,41 0,56 0,63 0,58 0,56 0,63 0,47 0,61
DGO70 0,55 0,55 0,63 0,63 0,36 0.58 0.65 0,60 0,57 0,71 0,61 0,56
DGO73 0,55 0,49 0.63 0,63 0,36 0,65 0,53 0,49 0,57 0,71 0,61 0,56
DGI111 0,67 0.49 0.69 0,69 0,55 0,58 0,71 0,60 0,57 0.65 0,61 0,56
DG112 1,00 0,53 0,61 0,61 0.53 0,56 0,51 0,63 0,50 0,63 0.47 0,55
DG113 0,73 0.55 0.69 0,69 0.42 0.65 .65 0,65 0,69 0,71 0,55 0,56
DG114 0,55 0,55 0.69 0,69 042 0.65 0,77 0,60 0.69 0,71 0,73 0.63
DG115 0.63 0,57 0.65 0,65 0.40 0.61 0,56 051 0,54 0,67 0.63 0,53
DG116 0,65 0,65 0,60 0,60 039 0,55 0,50 0,57 0.49 0,63 0,52 0,60
DG118 0,59 0.59 0,61 0,61 0,59 0.44 0,51 0,68 0,50 0,46 0,53 0,42
DGI138 0,67 049 0,75 0,75 042 0,58 0,71 0,54 0,57 0.65 0,73 0,56
DG117 0,59 0,59 0.61 0,61 0,59 0,44 0,51 0,68 0,50 0,46 0,53 0.42
DG119 0,60 0,54 0,61 0,61 0,54 0.46 0,47 0,73 0,51 0,47 0,54 0,50
DG120 0.65 0,47 0,73 0,73 041 0,56 0,74 0,58 0,56 0,63 0,71 0,61
DG121 0,53 047 0,53 0,55 035 0,63 0,51 042 0,50 0,63 0,59 0,49
DG122 0,58 0,58 0,67 0,67 0,45 0,62 0,69 0,57 0,67 0,63 0,52 0,60
DG123 0,57 0,57 0,65 0,65 0,51 0,67 0,50 0,46 0,49 0,50 0,57 0,53
DGI124 0,55 0,49 0,63 0,63 0,49 0,45 0,41 0,70 0,51 0,41 0,49 0,38
DG125 0,52 0,45 0,60 0,60 0,39 0,48 0,44 0,51 0,36 0,56 0,52 0,40
DG126 0.56 0.67 0,46 0,46 0,50 0,47 0,38 0,70 0,53 0,49 0,44 0,46
DG127 0,53 0,59 0,42 0,42 0,47 0,44 0,34 0,58 0,50 0,40 0,35 0,36
DGI128 0.54 0.70 0,36 0,56 0,54 0.46 0,33 0,59 0.46 0,53 0,54 0,39
DGI129 0,56 0,61 0,46 0.46 0,44 0.47 0,43 0.60 0,53 0,43 0,33 0,51
DG130 0,60 0,60 0,50 0,50 0.49 0.34 047 0,88 0.51 0,53 0,43 0.44
DG131 0,50 0,67 051 0,51 0,50 0,41 0.49 0,55 0,42 0,49 0,50 0,34
DG132 0,60 0.60 0,50 0.50 049 0,34 047 0.88 0,51 0,53 0,43 044
DG133 0.53 0,68 0,60 0.60 0.47 0.50 0,56 0,67 0,55 0.62 0.58 0.49
DG134 0.51 0.57 0.59 0.59 0,51 0,55 0.50 0.77 0,65 0,61 0,57 0,53
DG137 0,57 0,69 0,47 047 0,46 0.49 0.44 0,56 0,60 0,50 0,46 Q.53




Anexo 12 - Indices de similaridade (Nei e Li) entre 55 variedades de mandioca,

a partir de 49 bandas de microssatélites {Continuaciio)

DGOS6 {DGO51 {DGO52 {DGOS4 |DGOSS [DGO56 |DGOS8 |DGO5Y |DGO6G [DGO6I |DGO62 1DGO6S
DGO38
DGO39
DGO40
DGo41
DGO42
DG043
DGO044
DGO45
DGO46
DGO47
DGO48
DGO49
DGO50 1.00
DGOS1 0.65 1,00
DGOS2 0,65 0,79 1.00
DGO54 0.55 0,75 0,63 1.00
DGOSS 0.61 0.69 0.57 0,65 1.00
DGO56 0.63 0,65 0.82 0.61 0.55 1.00
DGOS8 0.69 0,71 0.65 0.61 0.79 0.63 1.00
DGO059 0.75 0,65 0,65 0.55 0,79 0.56 0,75 1,00
DGO60 0,61 0.56 0,69 0.53 0,71 0,67 0.79 0.67 1.00
DGO61 0,70 0,44 0,56 0.47 0,37 0,65 0.49 0,49 0.53 1,00
DGO62 0,69 0.71 0,65 0,61 0.79 0.63 1.00 0,75 0.79 0,49 1,00
DGO65 0,40 0,35 0,38 0,39 0.52 0.47 0,47 0.40 0.52 0,40 0,47 1,00
DGO67 0,49 0,38 0,40 0.41 0,24 0,36 0,30 0,36 0.24 0,63 0,30 0,39
DGO68 0,70 0.44 0,56 0.47 0,37 0,65 0.49 0.49 0.53 1,00 0.49 0,40
DG069 0.73 0,56 0,57 0.47 0.53 0,55 0,61 0,61 0,53 0,58 0,61 0,39
DG0O70 0,69 0,58 0,59 0,55 0.61 0.63 0,75 0.56 0.73 0,60 0,75 0,53
DGO73 0.63 0.65 0,65 0,55 0,55 0.63 0.69 0,56 0.55 0,49 0,69 047
DG111 0,75 0,58 0,53 0,49 0,55 0,56 0,69 0,56 0.67 0,60 0,69 0,47
DG112 0,61 0,56 0,57 0,47 0,59 0,55 0,61 0,55 0.53 0,63 0,61 0,39
DG113 0,75 0.65 0.59 0,49 0.61 0.63 0,75 0,56 0.67 0,65 0,75 0,53
DG114 0,75 0.65 0,65 0.61 0.61 0,75 0.69 0,63 0.73 0,60 0,69 0.53
DG115§ 0.53 0.61 0,61 0.51 0,57 0.59 0,71 0,53 0.63 0,51 0,71 0,44
DG116 0,53 0,55 0,50 0,52 0.65 0,53 0,67 0,60 0.65 0,57 0.67 0,50
DG118 0,61 0,44 0,46 0,47 0.35 0,55 0,49 0,42 0.47 0,68 0,49 0,39
DG138 0.63 0,58 0,59 0,55 0.61 0.63 0.63 0,56 0.61 0,54 0,63 0,47
DG117 0.61 0,44 0,46 0,47 0,35 0,55 0,49 0,42 0.47 0,68 0,49 0,39
DG119 0,61 0.46 0,53 0,49 0,38 0,50 0,44 0,50 0.38 0,73 0,44 0,41
DG120 0,67 0,56 0,57 0,53 0,59 0,61 0,61 0,61 0.59 0,58 0,61 0,45
DG121 0,49 0,63 0.63 0.47 0,53 0,55 0.73 0,49 0.59 042 0,73 045
DG122 0,73 0,62 0,56 0,58 0.65 0,67 0.60 0,60 0,58 0,57 0,60 0,57
DG123 0,47 0,67 0.56 0,57 0.51 0,47 0,53 0,53 0,46 0,46 0,53 0,44
DG124 0,50 0,45 0,47 0,49 0,36 0.44 0,44 0,38 0.36 0.70 0,44 0,53
DG125 0,47 0,48 0,44 0,45 0.45 0.47 0.60 0,40 0.52 0,51 0,60 0,50
DG126 0,63 0,47 0,49 0,50 0.44 0,46 0,46 0,46 0,44 0,70 0,46 0,61
DG127 0,49 0,44 0,40 0,47 0,47 0.36 0,42 0,36 0.47 0,58 0,42 0,65
DG128 0,56 0,46 0,42 0.54 0.49 0,50 0,50 0,39 0.49 0.59 0,50 0,59
DG129 0,57 0,47 0.43 0,44 0,56 0,40 0,46 0,51 0,50 0.60 0,46 0,61
DG130 0.67 0.34 0.42 0,38 0,38 0,50 0.50 0.44 0.49 0,88 0.50 0,53
DG131 0,51 0.41 0,38 0,50 0,44 0,46 0,46 0,34 0.44 0,55 0,46 0,55
DG132 0,67 0.34 0,42 0.38 0.38 0.50 0.50 0,44 0.49 0,88 0,50 0,53
DG133 0,65 0,50 0.51 0.53 0.53 0.60 0.54 0,49 0.53 0.67 0,54 0,57
DG134 0,71 0,55 0.61 0.57 0.46 0,65 0.59 0,53 0.57 0,77 0,59 0.56
DG137 0,59 0.49 0.50 0.51 0.57 0.47 0,53 0,53 0.57 (.56 0,53 0.81




Anexo 12 - Indices de similaridade (Nei ¢ Li) entre 55 variedades de mandioca,

a partir de 49 bandas de micr telites (Continuacio)

DGO67 {DGO68 {DGO6Y [DGO7¢ |DGO73 IDG1I1 |DGII2 |DG113 |DGIi4 |[DG115 |DG116 {DGI1i8
DGO38
DGO39
DGO40
DGO41
DGO42
DGO43
DGO44
DG4S
DGO46
DGO47
DGO48
DGO49
DGOsO
DGO51
DGOS2
DGO54
DGOSS
DGOS6
DGOS8
DGOS9
DGO6O
DGO61
DGO62
DGO6S
DGO67 1,00
DGO68 0.63 1,00
DGO69 0,47 0,58 1,00
DG070 042 0,60 0,61 1,00
DGO73 0.49 0,49 0.67 0.75 1,00
DG111 0.49 0,60 0,67 0,63 0,56 1,00
DG112 0,53 0,63 0.65 0,55 0,55 0,67 1.00
DGI113 049 0,65 0.67 0,75 0,63 0,81 0.73 1.00
DG114 0,42 0,60 0.67 0.69 0,56 0,81 0.55 0,75 1,00
DG115 0,51 0,51 0.57 0,77 0,71 0,59 0.63 0,71 0.65 1,00
DG116 0,45 0,57 0,52 0.73 0,53 047 0,65 0,60 0,53 0,69 1,00
DG118 0,65 0,68 0.59 0,67 0,55 0,67 0,59 0,61 0,67 0,74 0,58 1,00
DG138 0,55 0,54 0,67 0.69 0.56 0.69 0,67 0,75 0,81 0,71 0.60 0,61
DG117 0,63 0,68 0,59 0,67 0,55 0,67 0,59 0,61 0,67 0,74 0,58 1,00
DG119 0.81 0,73 0,65 0,56 0,61 0,56 0.60 0,56 0,56 0,68 0,53 0,76
DG120 0.59 0,58 0.71 0,67 0,55 0,73 0,65 0,73 0,85 0,69 0,58 0,65
DG121 0,47 0,42 0,53 0,73 0,67 0.55 0.53 0.67 0,61 0.86 0,38 0,65
DG122 0.45 0,57 0,71 0,60 0,60 067 0.58 0,73 0,73 0,50 0,57 0,52
DGI123 0.63 0,46 0,57 0,53 0,71 0,47 0.57 047 0,47 0,67 0,63 0,63
DG124 0,73 0,70 0,55 0,50 0,50 0,56 0,55 0,56 0,50 0,53 0,47 0,61
DG12§ 045 0,51 0,39 0,67 0,60 0,40 0,52 0,47 0.47 0,63 0,71 0,52
DG126 0,56 0,70 0.44 0,51 0,51 0,57 0,56 0,57 0,57 0.49 0,42 0,56
DG127 0,41 0,58 0,41 0,49 0.49 0.55 0,53 0,55 0,49 0,51 045 0,59
DG128 0.60 0,59 0.49 0,67 0,50 0,67 0.54 0,61 0,67 0.68 0,53 0.81
DG129 0.50 0,60 0,56 0,57 0.46 0,51 0.56 0.63 0,57 0,60 0,61 061
DG130 0,60 0.88 0.49 0.61 0.44 0,67 0.60 0,67 0,56 0,53 0,59 0,70
DG131 0,61 0,55 0.44 0,63 0.46 0,63 0,50 0,57 0,63 0,65 0.49 0,78
DG132 0,60 0,88 049 0.61 0,44 0,67 0.60 0,67 0,56 0,53 0,59 0,70
DG133 0.53 0.67 0,53 0,70 0,60 0,60 0.53 0,65 0,70 0,67 0.57 0.68
DG134 0.57 0,77 0.51 0.65 0,59 0.65 051 0,59 0,65 0,56 0,56 0,69
DG137 0,46 0.56 051 0,59 047 0,65 0.57 0,65 0,59 0,50 0,56 0.57
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Anexo 12 - Indices de similaridade (Nei e Li) entre 55 variedades de mandioca,
a partir de 49 bandas de microssatélites (Continuacioe)
DG138 |DGI117 |DG119 |DG12¢ {DG1l1 {DG122 {DG123 |{DG124 [DG125 |{DGI26 {DGI127 |{DGI28

DGO038
DGO39
DGO40
DGO41
DG042
DGO43
DGO44
DGO45
DGO46
DGO47
DGO48
DGO49
DGO50
DGOS1
DGOS2
DGO54
DGOSS
DGO056
DGOS8
DG059
DGO60
DGO61
DGO62
DGO065
DGO67
DGO68
DGO69
DGO70
DGO73
DGI111
DG112
DG113
DG114
DG115
DG116
DG118
DG138 1,00
DGI117 0,61 1,00
DG119 0,67 0,76 1,00
DG120 0,97 0,65 0,70 1,00
DG121 0,67 0,65 0,65 0,65 1,00
DG122 0,73 0,52 0,59 0,71 0,45 1,00
DG123 0,53 0,63 0,68 0,51 0,63 0,63 1,00
DG124 0.63 0,61 0.78 0,61 0,49 0.60 0,59 1,00
DG125 0.47 0,52 0.53 0.45 0.58 0.36 0,56 0,53 1.00
DG126 0,40 0,56 0,62 0.44 0.44 0.42 0.43 0.63 0,55 1,00
DG127 0,36 0,59 0,49 0,35 0.41 0.45 0.51 0,61 0.45 0,78 1.00
DG128 0,61 0.81 0,65 0,65 0.60 0,53 0.53 0,56 0.47 0,67 Q.65 1,00
DG129 0,51 0,61 0,62 0.56 0.56 0.55 0,49 0.57 0.42 0,74 0,78 0.67
DG130 0,50 0,70 0,65 0,54 0.43 0.47 0,37 0.67 0.53 0,72 0,70 0,70
DG131 0,57 0,78 0,62 0,61 0,56 0,49 0.49 0,51 042 0,63 0,61 0,97
DG132 0,50 0.70 0,65 0,54 0.43 0.47 0.37 0,67 0,53 0,72 0,70 0,70
DG133 0,65 0.68 0,63 0.68 0,58 0.57 0.46 0,54 0.51 0,75 0.63 0,88
DG134 0.53 0.69 0,68 0,51 0.46 0.63 0.56 0.71 0,56 0,65 0,69 0,68
DG137 0,53 0,57 0,53 0,51 0.46 0,63 0,50 0,65 0.44 0,70 0,80 0.68
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Anexo 12 - indices de similaridade (Nei e Li) entre 55 variedades de mandioca,
a partir de 49 bandas de microssatélites (Continuacio)
DGI129 IDG13¢ {DG131 |{DGI32 |DG133 |DG134 IDG137

DGO38
DG039
DGO40
DGO41
DGO42
DGO43
DGO44
DGO45
DGO46
DGO47
DGO48
DGO49
DGOS0
DGOS1
DGO52
DGO54
DGOSS
DGOS6
DGOSS8
DGS9
DG060
DG061
DGO62
DGO65
DG0O67
DGO68
DG069
DGO70
DGO73
DG111
DG112
DG113
DG114
DG115
DG116
DG118
DG138
DG117
DG119
DG120
DG121
DG122
DG123
DG124
DG125
DG126
DG127
DG128
DG129 1,00
DG130 0.67 1.00
DG131 0.63 0.67 1.00
DG132 0.67 1,00 0.67 1,00
DG133 0,75 0.73 0.85 0,73 1,00
DG134 0,54 0,79 0.65 0,79 0.67 1.00
DG137 0.70 0,68 0.65 0.68 0,62 0.72 1.00




Anexo 13 - Correlagies entre matrizes de similaridade

Indice de similaridade de Nei e Li. Correlacies produto-momento (r) *

r Z d P
RAPD & microstélites 0.344 748.942 8.419 0,001
RAPD & AFLP 0,408 1105014 9.135 0,001
RAPD & Tedos 0,791 1103533 20.191 0.001
Microstélites & RAPD 0.344 748.942 8419 0.001
Microsatélites & AFLP 0,378 715.843 9.652 0,001
Microsatélites & Todos 0.666 715643 18.941 0.001
AFLP & RAPD 0.408 1105014 9.135 0,001
AFLP & microsatélites 0378 715,843 9.652 0.001
AFLP & Todes 0.815 1054,100 21.627 0,001
Todos & RAPD 0,791 1103,533 20.191 0.001
Todes & Microsatélites 0,666 715643 18.941 0,001
Todos & AFLP 0.815 1054100 21.627 0,001
(*) Hy= Diversidade média total
Hg = Diversidade média nos grupoes
Ggp = Coeficiente de diferenciacio genética
indice de similaridade de Nei e Li Correlages por ordenagao, de Spearman
N Spearman R t(N-2) p-level

RAPD & Microsatélites 1485 0,296 11.935 0
RAPD & AFLP 1485 0.367 15,191 0
RAPD & TODOS 1485 0.774 47.133 0
Microsatélites & RAPD 1485 0.296 11,936 0
Micresatélites & AFLP 1485 0,310 12,563 0
Microsatélites & TODOS 1485 0.606 29365 0
AFLP & RAPD 1485 0,367 13,191 0
AFLP & Microsatélites 1485 0.310 12,563 0
AFLP & TODOS 1485 0,786 48,948 0
TODOS & RAPD 1485 0,774 47.133 0
TODOS & Microsatélites 1485 0.606 29365 0
TODOS & AFLP 1485 0.786 48,948 0
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