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RESUMO

Diversidade genética de inhame (Dioscorea trifida L.) avaliada por marcadores
morfoldgicos, SSR e ISSR

Dioscorea trifida L. € uma espécie de inhame comestivel originaria da América do Sul,
gue em conjunto com outras espécies importantes economicamente do género Dioscorea €
mantida por pequenos agricultores tradicionais. Assim, observa-se que as comunidades
tradicionais exercem um papel fundamental na manutencéo e geracdo da diversidade genética
de inhame.O objetivo deste trabalho foi obter informac0es a respeito da distribuicdo, manejo e
diversidade genetica de D. trifida no Brasil. Para tanto, foram visitados e entrevistados
agricultores dos Estados de Sdo Paulo, Santa Catarina e Mato Grosso. Durante as visitas,
foram coletados 51 acessos, 0s quais, juntamente com dois acessos adquiridos em feiras livres
no Estado do Amazonas, foram caracterizados por meio de 16 descritores morfologicos, 16
ISSR e oito SSR.Observou-se que o cultivo de D. trifida ocorre na maioria das vezes em rocas
com menos de dois hectares (92%) mantidas por agricultores tradicionais, com a produgéo
ocorrendo em baixa escala, visando principalmente a subsisténcia das pessoas envolvidas com
o cultivo e manutencdo da espécie. Dentre as denominagdes encontradas para a espécie, as
mais citadas foram ‘“‘cara roxo”, em 43,4% das unidades amostrais, “cara” ¢ “cara branco”,
ambos observados em 9,4%, e “cara mimoso”, com 7,6%. Observou-se também uma
regionalizacdo dessas denominagdes, onde “cara roxo” e “cara branco” foram atribuidos a
espécie pelos agricultores dos Estados de Sdo Paulo e Mato Grosso, sendo que “card” e “cara
mimoso” foram atribuidos pelos agricultores de Santa Catarina. Os nomes ‘“cara roxo” e
“cara” foram também atribuidos aos dois acessos da Amazénia. Além dessas, varias outras
denominacBes para a espécie foram encontradas, porém com baixa frequéncia. Na
caracterizacdo morfoldgica observou-se que as cores da casca e da polpa foram os caracteres
morfolégicos mais relevantes para a distingdo dos acessos. O nivel de polimorfismo entre o0s
acessos foi elevado, 95% para SSR e 76% para ISSR. O coeficiente de similaridade de
Jaccard, bem como os resultados obtidos com as analises de agrupamento, coordenadas
principais e bayesiana para os marcadores SSR e ISSR, separaram 0s acessos em trés grupos
principais: | — acessos de Ubatuba-SP; Il — acessos de Iguape-SP e SantaCatarina; Il - acessos
de Mato Grosso. Os dois acessos do Amazonas variaram de posicdo de acordo com a regido
gendmica analisada. A maior parte da diversidade genética foi observada dentro dos grupos
formados (66,5% e 60,6% para ISSR and SSR, respectivamente), embora a diversidade entre
grupos tenha sido de consideravel magnitude, mostrando a estruturacdo dos acessos de acordo
com sua origem, o que foi comprovado pela correlagédo baixa, mas significativa entre as
distancias genéticas e geograficas dos acessos. Portanto, os resultados obtidos para os
marcadores SSR e ISSR demonstraram que a diversidade genética dos acessos de D. trifida
mantidos por pequenos agricultores tradicionais do Brasil estd levemente estruturada no
espaco geografico amostrado. Estes resultados poderdo auxiliar na elaboragdo de estratégias
de conservacdo para a espécie, tanto ex situ como in situ, dentro da visdo de conservacgao on
farm.

Palavras-chave: Cultura de raizes e tubérculos; Marcadores moleculares; Estrutura genética;
Conservacao in situ / on farm; Agricultura tradicional
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ABSTRACT

Genetic diversity of yam (Dioscorea trifida L.) assessed with morphological, SSR and
ISSR markers

Dioscorea trifida L. is a species of edible yams originated in South America, which
together with other economically important species of the genus Dioscorea is cultivated by
small traditional farmers. Thus, it is observed that traditional communities play a key role in
the generation and maintenance of yams genetic diversity. The aim of this study was to obtain
information about the distribution, management and genetic diversity of D. trifida in Brazil.
So, were visited and interviewed farmers in the states of S&o Paulo, Santa Catarina and Mato
Grosso. During the visits, we collected 51 accessions, which, together with two accessions
purchased at fairs in the state of Amazonas, were characterized using 16 morphological
descriptors, 16 ISSR and eight SSR markers.We observed that D. trifida occurs most often in
swidden fields with less than two hectares (92%) maintained by traditional farmers, with
production occurring on a small scale, mainly targeting the livelihood of the people involved
with the cultivation and maintenance of the species. Among the names found for the species,
the most cited were "cara roxo" in 43.4% of the sample units, “"card" and "cara branco", both
observed in 9.4% and "card mimoso" with 7.6%. There is also a regionalization of these
denominations, where "inhame roxo" and "inhame branco™ were assigned by farmers to the
species in the states of Sdo Paulo and Mato Grosso, where "card" and "cara mimoso" were
allocated to farmers of Santa Catarina. The names "cara roxo" and "cara" were also awarded
to two accessions from the Amazon. Besides these, several other names for the species were
found, but with low frequency. In the morphological characterization, the skin and flesh color
were the most relevant traits for the distinction of accessions. The polymorphism level
between the accessions was high, 95% for SSR and 76% for ISSR. The Jaccard similarity
coefficient and the results obtained in the cluster analysis, principal coordinates and Bayesian
analyses for ISSR and SSR markers, separated the accessions into three main groups: | -
accessions from Ubatuba-SP; Il - accessions from Iguape-SP and Santa Catarina; Il -
accessions from Mato Grosso. The accessions from Amazonas ranged their position according
to the genomic region analyzed. The majority of genetic diversity was observed within groups
(66.5% and 60.6% for ISSR and SSR, respectively), although differences between groups was
of considerable magnitude, showing the structure of the accessions according to their origin,
which was confirmed by correlation between genetic and geographic distances of accessions.
Therefore, the results obtained for the SSR and ISSR markers showed that the genetic
diversity of accessions of D. trifida maintained by small traditional farmers in Brazil is
slightly structured in the geographic area sampled. These results may help in developing
conservation strategies for the species, both ex situ and in situ, within the vision of on farm
conservation.

Keywords: Root and tuber crops; Molecular markers; Genetic structure; In situ/on farm
conservation; Traditional agriculture
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As denominagdes populares “inhame” e "card" sdo utilizadas para um grupo de plantas
tuberosas, pertencentes a familia Dioscoreaceae e ao género Dioscorea, que por sua vez é
formado por mais de 600 espécies, das quais apenas 10 séo utilizadas no consumo humano
(LEBOT, 2009).

No Brasil, as dioscéreas mais importantes economicamente sdo D. alata L., D.
cayenensis Lam., D. rotundata Poir., D. bulbifera L. e D. trifida L. (PEDRALLI, 1998;
VEASEY et al., 2010). Estas se originaram em areas tropicais da Africa (D. cayenensis e D.
rotundata), Asia (D. alata e D. bulbifera) e América do Sul (D. trifida) (COURSEY, 1976).

Embora D. trifida seja a Unica espécie de inhame importante economicamente originaria
da América do Sul e ocorra com grande frequéncia na regido do Caribe e floresta Amazonica,
seu ancestral selvagem ainda néo foi identificado e sua domesticacdo ¢ mal documentada com
poucos registros sobre a verdadeira historia evolutiva da espécie (BOUSALEM et al., 2010).
Entretanto, segundo Pedralli (1998), esta espécie originou-se em areas localizadas na fronteira
entre Brasil, Guiana, Suriname e Guiana Francesa, sendo domesticada pelos povos indigenas
dessas regifes. No Brasil, D. trifida é atualmente encontrada nas florestas pluviais tropicais,
cerrados do planalto central, campos rupestres da Serra do Espinhaco e florestas estacionais
adjacentes a estes campos (PEDRALLI, 2002). Seu cultivo tem sido realizado principalmente
por pequenos agricultores rurais, com aumento expressivo no século XXI (PEDRALLI,
1998).

Quanto aos aspectos botanicos, D. trifida é uma planta perene e didica com grande
controvérsia em relacdo ao namero de cromossomos. Diferentes niveis de ploidia foram
reportados para a espécie, tais como, 2x=18 (diploide), 4x=36 (tetrapldide) e 6x=54
(hexapldide) (MARTIN; DEGRAS, 1978). No entanto, um estudo mais recente, realizado por
Bousalem et al. (2006), evidenciou um nivel de ploidia de 2n=4x=80, considerando entdo que
a espécie é autotetrapldide.

Suas tuberas possuem alta qualidade nutritiva e apresentam, na sua composicao,
carboidratos, proteinas, sais minerais e vitaminas, bem como propriedades antimicrobianas,
diuréticas e energizantes, 0 que permite seu uso no combate & desnutri¢do, diabete e reducéo
de colesterol (RAMOS-ESCUDERO et al., 2010). Apesar de suas tuberas serem bastante
utilizadas na culinaria brasileira, D. trifida ndo tem sido muito utilizada para o cultivo

comercial em grande escala, esta espécie seja comercializada nos mercados de alguns estados
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brasileiros, como Amazonas, Sdo Paulo, Santa Catarina e Mato Grosso (VEASEY et al.,
2010).

Por serem amplamente utilizadas em pequenas propriedades rurais, o inhame ¢é
cultivado por agricultores tradicionais, que geram e mantém a diversidade genética em suas
rogas e quintais, ndo apenas das espécies de inhame, mas de outras plantas de propagacdo
vegetativa, como mandioca, batata e batata-doce (SIQUEIRA, 2011). Entretanto, as pressoes
socioecondmicas sofridas por esses agricultores propiciam a perda de diversidade dos
recursos geneticos vegetais, e neste caso, da diversidade dessas espécies. Neste contexto,
observa-se a necessidade de estudos para verificar os danos causados por essas pressfes a
cultura do inhame e elaborar estratégias de conservacdo e manutencdo da diversidade da
mesma.

Diversas técnicas de biologia molecular estdo disponiveis para a deteccdo de
variabilidade genética ao nivel de DNA, além de marcadores morfoldgicos. Dentre essas
técnicas os marcadores baseados na amplificacdo de sequéncias simples repetidas ou SSR
(Simple Sequence Repeats), também denominados de microssatélites, sdo bastante eficientes
(OLIVEIRA et al., 2006). Estes marcadores sdo codominantes, multialélicos e altamente
polimérficos, além de apresentar reprodutibilidade satisfatéria, grande poder de resolucao e
baixo custo (CAIXETA et al., 2009). Outro marcador bastante eficiente e utilizado em
estudos de diversidade genética de populacdes de plantas naturais e cultivadas é o ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats), que representa uma das classes de marcadores moleculares mais
recentes e foi desenvolvida a partir da necessidade de explorar repeticGes de microssatélites
sem a utilizacdo de sequenciamento do DNA (ZIETKIEWICZ et al., 1994; CAIXETA et al.,
2009). Sado marcadores dominantes, facilmente detectados, bastante variaveis, multialélicos,
com alto padrdo polimorfico, e fornecem grande numero de dados por um custo razoavel
(WOLFE, 2005).

No Brasil, ainda sdo poucas as instituicdes atualmente envolvidas com pesquisas
relacionadas a cultura do inhame (CARMO, 2002), principalmente em relagdo a espécie D.
trifida, de modo que quaisquer novos estudos com esta cultura sdo importantes em termos de
novos conhecimentos, podendo ser Uteis para programas de melhoramento e estratégias de
conservacéo, tanto ex situ, em bancos de germoplasma, como in situ, dentro da visdo de

conservacao in situ na propriedade rural, conhecida como conservacao on farm.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Taxonomia e aspectos botéanicos de Dioscorea spp.

O género Dioscorea pertencente a familia Dioscoreaceae é composto por 644 espécies
(GOVAERTS et al., 2007). Este género encontra-se dividido em varias se¢des, sendo as
espécies de maior importancia econdmica agrupadas em apenas cinco: Enantiophyllum (D.
alata L., D. cayenensis Lam., D. mummularia Lam., D. opposita Thunb., D. rotundata Poir. e
D. transversa L.), Combilium (D. esculenta Lour.), Opsophyton (D. bulbifera L.),
Lasiophyton (D. pentaphylla L.) e Macrogynodium (D. trifida L.) (LEBOT, 2009). Assim
como outras espécies de inhame, D. trifida apresenta varias denominag6es populares, dentre
essas: ‘cushcush’ em Trinidad e India ocidental, "yampi" na Jamaica, "aja" em Cuba,
"Maona" no Peru, "mapuey"” em Porto Rico e "card", "cara doce", "cara mimoso", "cara roxo",
"cara branco", ‘card pdo" e "cara cobrinha" no Brasil (BRESSAN et al., 2005; STEPHENS,
2009; VEASEY et al., 2010).

O inhame de um modo geral é uma planta trepadeira, de porte herbaceo e caules
subterraneos do tipo tubérculo, responsavel pelo armazenamento de substancias na planta e
sua propagacdo vegetativa (PEDRALLI, 1998). D. trifida (Figura 1) é uma planta perene com
tubérculos subterrdneos medindo de 20-40 cm de comprimento, com polpa variando de
branca, amarela, rosa a purpura, e todas possuem um aroma agradavel (LEBOT, 2009). O
caule é quadrangular, alado e sem espinhos, tendo as folhas palmadas, profundamente
lobuladas, alternadas e raramente opostas (MONTALDO, 1991). Quanto ao seu sistema
reprodutivo, apresenta predominancia de alogamia. As plantas sdo didicas, com flores
pequenas e frutos capsulados ndo comestiveis (STEPHENS, 2009), entretanto, na maioria das
vezes, sua propagacdo é feita vegetativamente por meio de tubérculos (MONTALDO, 1991;
SECRETARIA DE AGRICULTURA-SEAGRI, 2002).

Investigacbes de acessos de germoplasma cultivados na Guiana Francesa sugerem
fortemente que D. trifida é uma espécie autotetrapléide (BOUSALEM et al., 2006), com
2n=4x=80 cromossomos e numero de cromossomo basico de x=20, como observado em
estudos recentes com o inhame africano D. rotundata (SCARCELLI et al., 2005) e o asiatico
D. alata (ARNAU et al., 2009).
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C ©_ A58y

Figura 1 - A) Planta de Dioscorea trifida L.; B) Inflorescéncias; C) Caule alado; D) Folhas palmadas; E)
Tubérculos subterraneos. Fotos do autor

A cultura do inhame é resistente a seca e pouco exigente quanto ao tipo de solo e
adubac&o, dispensando a aplicacdo de fungicida e inseticida, bem como renovacédo periddica
de sementes (MURAYAMA, 1999). Entretanto, desenvolve-se bem em solos de textura
arenosa, bem drenados e arejados, férteis e ricos em matéria organica, com pH de 5,5 a 6,0
(SANTOS et al., 2006). Quando em condi¢des edafoclimaticas favoraveis, o ciclo completo
da cultura pode variar de 6 a 12 meses e o periodo adequado para o agricultor efetuar a
colheita é de 3 a 4 semanas ap6s 0 ressecamento dos ramos, tempo necessario para 0s
tubérculos apresentarem tamanho e aspecto favoraveis ao consumo (ZARATE et al., 1996).

O principal fator limitante para o desenvolvimento de D. trifida é o potyvirus (género
Potyvirus, familia Potiviridae), que ocasiona uma variedade de sintomas nas folhas das
plantas infectadas afetando o crescimento da planta (ODU et al., 2004). Este patdgeno esta
diretamente relacionado com a erosdo genética da cultura (BOUSALEM et al., 2010).
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2.2 Importancia econdmica de Dioscorea spp.

Apesar do escasso conhecimento sobre as dioscoreaceas, cerca de 25 espécies sao
utilizadas na alimentacdo humana, 15 possuem propriedades medicinais e seis sdo utilizadas
como plantas ornamentais (PEDRALLI, 1998). As tuberas de inhame, amplamente utilizadas
na agricultura tradicional, possuem alta qualidade nutritiva e apresentam na sua composicao
quimica, carboidratos, proteinas, sais minerais (célcio, ferro e fosforo) e vitaminas (A, C, D e
complexo B). E um alimento de facil digestibilidade e dispde de propriedades medicinais que
garantem seu uso na farmacologia, principalmente na sintese de cortisona e outros horménios
esterdides (CHU; FIGUEIREDO-RIBEIRO, 1991; MESQUITA, 2002). Além disso, a planta
tem potencial para ser utilizada na fabricagdo de amido, bem como nas inddstrias alimenticias
e de cosméticos (AYENSU; COURSEY, 1972).

Segundo a FAOSTAT (2013), a producdo mundial de inhame em 2011 foi de
aproximadamente 56,6 milhGes de toneladas. Mais de 96% desta producédo é proveniente da
Africa, sendo Nigéria, Ghana, Costa do Marfim e Benin os paises responsaveis por mais de 49
milhGes de toneladas/ano. O Brasil ocupa a 14? posi¢do no ranking mundial, com 244.142
toneladas/ano (FAO, 2013), sendo os Estados da Paraiba e de Pernambuco os maiores
produtores com 55.341 t e 49.500 t, respectivamente (SANTOS; MACEDO, 2002). No
Estado de S&o Paulo, as principais regides produtoras, responsaveis por 90% da producéo,
sdo: Campinas, Mogi Mirim e S8o José do Rio Preto (MONTEIRO, 2002).

No Brasil, as principais espécies cultivadas sdo D. alata, D. cayenensis, D. bulbifera, D.
dumetorum, D. laxiflora, D. microbotrya e D. trifida (PEDRALLI, 1998). Dioscorea
dodecaneura, D. amaranthoides, D. bulbifera e D. trifida sdo cultivadas em vérios estados
para fins ornamentais, bem como alimenticios. As espécies toxicas sdo utilizadas pelos
indigenas das Regifes Centro-Oeste e Norte (Xavante, Borore, Pacaas Novos, Surui, Cinta
Larga, Karaja) para envenenar flechas, na pesca e caga (PEDRALLI, 1998).

Apesar das principais espécies cultivadas no Brasil serem de origem africana e asiatica,
observa-se que D. trifida ainda é bastante cultivada, principalmente na regido sudeste, com
destaque para o Vale do Ribeira, Estado de S&o Paulo. Esta regido, segundo Bressan et al.
(2005) é muito importante ao que se refere a diversidade manejada da cultura do inhame, por
apresentar quatro diferentes espécies de Dioscorea (D. trifida, D. cayenensis, D. alata e D.
bulbifera). Estas sdo cultivadas e mantidas por agricultores tradicionais capazes de gerar e
manter a diversidade genética em rocas e quintais, ndo apenas dessas espécies, mas de outras

plantas cultivadas.
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2.3 Denominacdes populares das espécies de Dioscorea no Brasil

No Brasil, durante muitas décadas, os nomes populares do inhame e card vém causando
grande confusdo. Nos Estados da Paraiba e Pernambuco é comum denominar de inhame as
espécies de Dioscorea que produzem tuberas grandes, e de card as espécies que produzem
tiberas pequenas. Pelo nome vulgar de inhame sdo conhecidas equivocadamente varias
espécies de plantas pertencentes a familia das Ardceas, mas em outros paises, mesmo das
Américas, € empregado para diversas espécies da familia das Dioscoreaceas, em lugar de cara
(SANTOS et al., 2007).

Em algumas regifes do Pais também chamam erroneamente de inhame o rizoma de uma
espécie da familia Araceae, conhecido como “taro” (Colocasia esculenta), gerando confuséo
entre 0s técnicos, produtores e consumidores (CEREDA, 2000). Inclusive, muitas das
informacdes técnicas, como as estatisticas de producao e custo, também foram misturadas.

A origem de muitos nomes vulgares das espécies muitas vezes é obscura, ou mesmo
impossivel de ser identificada, em especial aqueles que acompanham as plantas cultivadas,
que foram domesticadas e levadas dos seus locais de origem e/ou cultivo inicial, referenciados
pelos seus nomes populares ha séculos, utilizando-se, geralmente, algum atributo
morfoldgico, referéncia ao uso, local ou indicagdo de ordem muito pessoal (PEDRALLI,
2002). Assim, os nomes populares variam de local para local, podendo uma planta ter diversas
denominagBes e uma denominacdo ser comum para diversas plantas. Por esta razdo é
imprescindivel conhecer o nome cientifico de cada espécie, conforme previsto no “Codigo
Internacional de Nomenclatura Botanica” (GREUTER et al., 1994).

Observa-se que 0 nome popular de inhame (igname, fiame ou yam) é dado em todos 0s
idiomas ao género Dioscorea, enquanto que apenas em algumas regibes do Brasil,
compreendendo Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santos, este mesmo
género é denominado de cara.

Para contornar a confusdo do equivoco de nomes populares das espécies de Dioscorea,
durante o I Simpdsio Nacional sobre as Culturas do Inhame e do Card, foram propostas e
aprovadas, em Assembleia Geral, a denominagdo “inhame” para todas as espécies de
Dioscorea, padronizando e uniformizando os termos brasileiros com a denominagédo
internacional (PEDRALLI, 2002; CEREDA, 2002). A padronizacdo dos nomes populares
para as espécies de Dioscoreaceae discutida na Assembleia Geral do | Simposio Nacional
sobre as Culturas do Inhame e do Cara, trouxe um melhor entendimento para 0s
pesquisadores, produtores, comerciantes e consumidores, facilitando a identificacdo das

espécies cultivadas do género Dioscorea.
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2.4 Origem, disperséo e domesticacao de Dioscore trifida L.

As espécies do género Dioscorea originaram-se no Sudeste da Asia (D. esculenta, D.
alata e D. bulbifera), Oeste da Africa (D. altissima, D rotundata, D. dumetorum e D.
cayenensis) e América Tropical (D. trifida). Essas regides sdo consideradas centros de
diversidade e domesticacdo da cultura (ASIEDU et al., 1997, citado por TAMIRU et al.,
2007), que atualmente apresenta grande dispersdo entre os continentes, sendo encontrada em
regides tropicais, subtropicais e temperadas (MONTALDO,1991; SEAGRI, 2002). Segundo
Coursey (1976), também citado por Tamiru et al. (2007), o género teve uma dispersao
mundial ampla no final do Periodo Cretaceo e mais tarde durante o Mioceno, tendo evoluido
em diferentes direcdes no Novo e Velho Mundo, originando assim espécies distintas.

D. trifida foi certamente a primeira espécie de inhame cultivada pelos primeiros
imigrantes europeus e africanos na Amazonia (LEBOT, 2009; BOUSALEM et al., 2010), mas
pouco se sabe sobre onde e quando foi domesticada. Embora bastante cultivada pelos povos
indigenas e outras populaces tradicionais, seu ancestral selvagem ainda néo foi identificado e
sua domesticacdo ¢ mal documentada. Apenas sabe-se que durante a época pré-colombiana,
muitas espécies de dioscoreaceas fizeram parte da dieta indigena (PEDRALLLI, 1990).

A compreensdo da origem e da domesticacdo de D. trifida exige a exploracdo da
diversidade de formas selvagens para verificar seu parental selvagem mais préximo. Essas
espécies selvagens podem ser importantes como fontes de genes que conferem caracteristicas
de interesse, incluindo resisténcia ao potyvirus, que pode ser usado para melhorar as
variedades existentes. Recentemente, acessos de D. trifida selvagens foram identificados na
Guiana Francesa (BOUSALEM et al., 2010), mas nenhuma investigacdo molecular havia sido
ainda realizada para verificar as relacfes entre estes acessos, possivelmente selvagens e as
formas cultivadas.

Com o intuito de contribuir com a compreensdo da origem e evolucdo de D. trifida,
Bousalem et al. (2010) caracterizaram o status citogenético dos acessos da Guiana Francesa
por contagem de cromossomos, citometria de fluxo e analise do padrdo de microssatelites e
documentaram a relacdo genética de acessos selvagens de D. trifida com acessos cultivados
através do polimorfismo de fragmentos amplificados (AFLP). Os resultados mostraram a
existéncia de um parental selvagem para D. trifida, bem como a diploidia (2n=40) de
parentais silvestres. Na regido costeira, onde as formas cultivadas e silvestres sao simpatricas,
cittipos tetrapldides e triploides coexistem nas mesmas populacfes. Nos locais em que as
formas cultivadas e silvestres sdo alopatricas, o nivel diploide selvagem predomina. A analise

de AFLP contribuiu para a ideia inicial da posicdo das formas selvagens em relacdo as formas
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cultivadas. Todos os tipos selvagens e cultivados formaram um grupo monofilético
estruturado em dois grandes subgrupos correspondentes ao citétipo tetrapldide da forma
cultivada e ao nivel diploide para a forma selvagem. Os citétipos tripléides da forma
selvagem ficaram numa posicdo intermediaria. Acessos silvestres ficaram agrupados com
base na sua origem geografica. Os dados apresentados neste trabalho se mostraram
significativos para a conservagdo, melhoramento, estudo de diversidade e estrutura
populacional de D. trifida, permitindo uma melhor compreensao da evolugédo e domesticacao

da espécie.

2.5 Agricultura tradicional e conservacgdo dos recursos genéticos vegetais

As comunidades “tradicionais” sdo aquelas que apresentam um modelo sustentavel de
ocupacao do espaco e uso dos recursos naturais, derivado de conhecimentos transmitidos ao
longo das geracOes e voltados principalmente para a subsisténcia. Normalmente, apresentam
baixa articulagdo com mercado, uso intensivo de méo de obra familiar e tecnologias de baixo
impacto ambiental (DIEGUES; ARRUDA, 2001).

Estas comunidades sdo provenientes da miscigenacdo entre colonizadores europeus,
populacBes indigenas e escravos, como: 0s caic¢aras, no litoral brasileiro; acorianos no litoral
catarinense e rio-grandense; babacgueiros, na regido Meio-Norte (Goias, Tocantins, Maranhao
e Piaui); caboclos/ribeirinhos amazonicos, na Floresta Amaz0nica; caipiras/sitiantes, no
Sudoeste e Centro-oeste brasileiro; campeiros (pastoreios), nos pampas e coxilhas, no Rio
Grande do Sul; jangadeiros, na faixa costeira do Ceara e no Sul da Bahia; pantaneiros, no
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul; pescadores artesanais, no litoral e margens dos rios e
lagos; praieiros, na faixa litoranea amazonica entre Piaui e Amapa; os quilombolas, que sédo
descendentes de escravos negros; sertanejos/vaqueiros, no agreste e regides semiaridas do
Nordeste; e 0s vargeiros (ribeirinhos ndo amazonicos), nas margens do Rio Sdo Francisco
(DIEGUES; ARRUDA, 2001). Em geral esses povos ocupam a regido ha muito tempo e na
maioria das vezes ndo tem registro legal de propriedade privada individual da terra, definindo
apenas o local de moradia como parcela individual, sendo o restante do territorio encarado
como area de utilizagdo comunitéria, com seu uso regulamentado pelos costumes e normas
compartilhadas internamente (ARRUDA, 1999).

Ha diversos sistemas agricolas praticados pelas comunidades tradicionais, entre eles: a
agricultura praticada em “quintais”, area localizada ao redor da prépria residéncia; e a
agricultura itinerante, conhecida também como agricultura de derrubada e queima, ou de

pousio, que tem a “roga” como unidade basica evolutiva. Tanto 0s quintais como as rocas,
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apresentam associacdo de diferentes espécies de plantas e singularidade em sua histdria
cultural (DENEVAN, 2001). Estes tipos de agricultura representam, portanto, uma importante
fonte de conservacdo dos recursos genéticos vegetais, mais especificamente da
agrobiodiversidade, pois sdo varias as espécies cultivadas numa mesma area e que estdo sendo
mantidas por esses agricultores ao longo do tempo (PERONI; HANAZAKI, 2002).

Como 0s recursos genéticos vegetais sdo considerados a base de subsisténcia da
humanidade e um patriménio de valor incalculavel com potencial para resolver problemas
como a fome e a pobreza, a sua perda € um processo irreversivel que compromete a seguranca
alimentar local e mundial (JARAMILLO; BAENA, 2000). Neste contexto, a conservacao dos
recursos genéticos vegetais representa um dos maiores desafios deste século, pois o elevado
nivel de perturbacdes antropicas que vem ocorrendo nas Ultimas décadas pde em risco tanto
0s ecossistemas naturais como os agroecossistemas (VIANA; PINHEIRO, 1998).

O ser humano, em funcdo da reducdo do nimero de espécies cultivadas capazes de
fornecer alimento imediato com baixo custo e do plantio extensivo das mesmas, tem destruido
muitas regides de vegetacdo natural para cultivar apenas aquelas espécies de interesse, bem
como substituido variedades locais por outras que reGnem uma maior combinacdo de
caracteristicas agromorfoldgicas desejaveis. Este processo tem ocasionado uma uniformizacao
do material genético contido nas plantas cultivadas mantidas ao longo do tempo pelos
agricultores. Assim, a uniformidade genética das espécies agricolas imposta pela
modernizacdo da agricultura ocasiona a perda de variedades locais e de importantes fontes de
genes responsaveis pela resisténcia e/ou tolerancia a varios fatores bioticos e abioticos,tais
como a seca, a umidade excessiva do ar, ao calor, ao frio ou ainda, as pragas e as doencas,
entre outras (PERONI; MARTINS, 2000). Ainda, as variedades locais apresentam o nivel
maximo de adaptacdo aos ambientes onde foram desenvolvidas, apresentando variacdo de
caracteristicas agronémicas bastante interessantes (EMBRAPA, 1999).

Com o intuito de lancar estratégias de conservacdo dos recursos genéticos e
principalmente da agrobiodiversidade, a Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO) criou as bases para a formacgdo do International Plant Genetic Resources
Institute (IPGRI), atualmente denominado Biodiversity International. Esta organizacdo utiliza
a biodiversidade agricola para melhorar a qualidade de vida das pessoas, realizando pesquisas
globais com base em trés desafios principais: agricultura sustentavel, nutricdo e conservacgéo
(FAO, 2013). Com intuito semelhante, também merece destaque o evento intitulado “A
Conservagdo da Diversidade Biologica”, realizado em 1992, no Rio de Janeiro, pois este criou

um novo marco na conservacdo dos recursos geneéticos vegetais ao nivel mundial por
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reafirmar a importancias dos recursos vegetais utilizados por pequenos agricultores. Assim,
observa-se uma maior atencdo da populacdo global para a importancia do uso, manutencdo e
conservacdo dos recursos genéticos, em especial de variedades locais (UTERMOEHL;
GONCALVES, 2007).

Existem duas estratégias para a conservacdo dos recursos genéticos vegetais: a
conservacao ex situ e in situ. A conservacdo ex situ é aquela que ocorre fora do habitat natural
da espécie, enquanto que in situ refere-se a conservacdo do ecossistema e do habitat natural, e
no caso das espécies domesticadas, do local onde essas desenvolveram as suas caracteristicas
adaptativas, denominado “sistemas agricolas tradicionais”. Portanto, dentro da defini¢do de
conservacgao in situ, encontram-se dois conceitos: conservacdo genética em reservas e
conservacao on farm. O primeiro inclui 0 manejo e monitoramento de populagdes silvestres
em areas definidas para conservacdo ativa e em longo prazo. Com relacdo a conservacdo on
farm, esta permite a conservacdo dos processos evolutivos e de adaptagdo que ocorreram
durante 0 manejo de plantas no sistema de cultivo realizado por populacfes tradicionais
(JARVIS et al., 2000), gerando elevada diversidade inter e intra especifica das espécies
cultivadas (PERONI; MARTINS, 2000), sendo uma estratégia complementar a conservacgédo
ex situ (CLEMENTE et al., 2008).

Além da grande diversidade genética interespecifica presente nesses sistemas agricolas,
como mencionado acima, € grande a diversidade genética intraespecifica gerada e encontrada
na agricultura tradicional. Diversos estudos com variedades locais de mandioca (Manihot
esculenta Crantz) de diversas regides do Brasil, principalmente Sdo Paulo, Amazonas, Minas
Gerais e, mais recentemente, do nordeste do Mato Grosso do Sul, ttm mostrado o potencial
deste tipo de agricultura na manutencédo da diversidade genética para esta cultura (PERONI et
al., 1999, 2007; FARALDO et al., 2000; MUHLEN et al., 2000; CURY, 2005; SIQUEIRA et
al., 2009, 2010). Esses trabalhos acumularam um grande conhecimento a respeito da ecologia
e genetica de populacdes de mandioca submetida a sistemas de agricultura tradicional, e
permitiram o estabelecimento de um modelo explicativo bastante avancado da dinamica
evolutiva desta cultura. Estudos nesta linha de pesquisa tém sido conduzidos com outras
espécies de raizes e tubérculos, como a batata-doce (Ipomoea batatas) (VEASEY et al., 2007,
2008) e o inhame (Dioscorea spp.) (BRESSAN, 2005; BRESSAN et al., 2011, 2013,
SIQUEIRA, 2011; SIQUEIRA et al., 2011,2012, 2013; SILVA, L.R.G., 2012; SILVA, D.M.,
2012; SILVA et al., 2013).
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2.6 Utilizacdo de marcadores morfologicos na analise de diversidade genética de espécies
do género Dioscorea

A descricdo e o registro de caracteristicas morfologicas do material bioldgico, cuja
expressao pode ou ndo ser influenciada pelo ambiente, favorece a utilizacdo dos recursos
genéticos em programas de melhoramento (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996). Esta
descricdo aplica-se tanto a descritores referentes aos acessos de uma colecdo de germoplasma
como aqueles localizados no banco de genes (VALOIS et al., 1996).

Para a cultura do inhame, os descritores utilizados na caracterizacdo morfologica, bem
como na identificacdo de espécies, foram estabelecidos pelo International Plant Genetic
Resources Institute (IPGRI) e International Institute of Tropical Agriculture (1ITA)
(IPGRI/IITA,1997). Entretanto, este documento ndo reune descritores morfolégicos para a
identificacdo de variedades da espécie D. trifida.

Com o intuito de caracterizar a diversidade das espécies de inhame, Onyilagha (1986)
avaliou 14 acessos de D. rotundata utilizando caracteres morfoldgicos, os quais foram
classificados em trés grupos, tanto na analise de agrupamento como na analise de
componentes principais (PCA). A analise de PCA mostrou que os caracteres com maior poder
discriminatorio foram: tamanho da folha, tamanho do tubérculo, tamanho de espiguetas florais
por n6 e comprimento da espigueta. Rhodes e Martin (1972) utilizaram 100 caracteres para
estudar a variacdo de 30 cultivares de D. alata, concluindo que apenas 28 foram Uteis para a
classificacdo das cultivares. Bressan (2005) avaliou a diversidade genética de 25
etnovariedades de D. trifida do Vale do Ribeira, Sdo Paulo, por meio de 24 marcadores
morfolégicos. Pela anélise de agrupamento houve a formacao de trés grupos, onde o resultado
mostra a grande influéncia das unidades culturais sobre os caracteres morfologicos.

Bressan et al. (2011) avaliaram a diversidade genética de 16 variedades locais e 19
variedades comerciais de D. alata com base em marcadores morfolégicos. Os resultados
obtidos demonstraram uma menor diversidade genética das variedades comerciais, quando
comparadas com as landraces, ressaltando a importancia desses dados para a elaboaragéo de
estratégias de conservagdo in situ/on farm para esta cultura. O complexo de espécies D.
cayenensis/rotundata também foi avaliado por Bressan et al. (2013) com base em caracteres
morfologicos e as analises de agrupamento permitiram a separacdo das duas espécies.

O grande problema enfrentado na utilizacdo da caracterizacdo morfologica € a natureza
guantitativa dos caracteres, que séo fortemente influenciados pelo ambiente, pois depende da
identificacdo e enumeracdo de caracteristicas morfoldgicas visiveis que muitas vezes tornam-

se subjetivas para o avaliador (BRESSAN, 2005). Ainda, 0 pequeno numero de marcadores
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morfoldgicos distintos em uma mesma linhagem e restrito as poucas espécies de plantas reduz
a eficiéncia destes marcadores em estudos genéticos de plantas.

Dessa forma, as informacg6es fornecidas pelos marcadores morfologicos em relacdo a
diversidade genética de plantas devem ser complementadas por dados provenientes de
marcadores moleculares, principalmente aqueles que utilizam como fonte de informacéo o

DNA dos organismos em estudo.

2.7 Utilizacdo de marcadores moleculares na analise de diversidade genética de espécies
do género Dioscorea

Diversas técnicas de biologia molecular estdo disponiveis para a deteccdo de
variabilidade genética ao nivel de sequéncia de DNA. Estas técnicas permitem a obtencédo de
um namero ilimitado de marcadores moleculares distribuidos em todo o genoma do
organismo, tornando-se uma importante ferramenta para a identificacdo de cultivares e
caracterizacdo de germoplasma, bem como o estudo de diversidade genética de plantas
(KARP; EDWARDS, 1997). Atualmente, existe grande variedade de marcadores moleculares
disponiveis para diversas finalidades em diferentes espécies vegetais, principalmente aquelas
espécies cultivadas.

O melhor conhecimento da variabilidade genética de uma determinada espécie permite
aperfeicoar os programas de melhoramento de cultivares, principalmente no caso do inhame,
planta polipléide, didica e de dificil sincronizacdo das flores masculinas e femininas
(MIGNOUNA et al., 2003). Neste contexto, os marcadores moleculares tém dado sua grande
contribuicdo na compreensdo da diversidade genética existente nas espécies do género
Dioscorea. Assim, marcadores isoenzimaticos foram utilizados para estudos de diversidade
genética de 269 cultivares de D. alata originarios do sul do Pacifico, Asia, Africa, Caribe e
América do Sul (LEBOT et al., 1998) e no estudo da diversidade genética de diversos acessos
do complexo D. cayenensis/D. rotundata, originarios de diversos paises da Africa (DANSI et
al., 2000a; MIGNOUNA et al., 2003), bem como no entendimento de padrfes de segregacao
para locos isoenziméaticos em D. rotundata (SCARCELLI et al.,, 2006). No Brasil, 0s
marcadores isoenzimaticos foram utilizados para o estudo da diversidade genética entre
etnovariedades do Vale do Ribeira das espécies D. trifida, D. cayenensis, D. alata e D.
bulbifera (BRESSAN, 2005; BRESSAN et al., 2011, 2013), constatando-se alta variabilidade
genética mantida pelos agricultores desta regido, sendo tal variabilidade ndo estruturada no

espaco.
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J& os marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) foram utilizados para
avaliar a variabilidade intra-especifica em acessos de D. bulbifera originarios da Africa, Asia
e Polinésia (RAMSER et al., 1996); para avaliar cultivares jamaicanas das espécies D. alata,
D. cayenensis, D. rotundata, D. trifida e D. esculenta (ASEMOTA et al., 1995); e estudar o
complexo D. cayenensis/D. rotundata em Guiné, Republica de Benin (DANSI et al., 2000b).
Este marcador foi também utilizado, juntamente com marcadores AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphim) para a caracterizacdo de germoplasma de D. rotundata (MIGNOUNA
et al., 2003), e para a caracterizacdo da variacdo entre espécies selvagens e cultivadas de
Dioscorea (MIGNOUNA et al., 2005), tendo os autores concluido que as cultivares
classificadas como D. cayenensis deveriam ser consideradas como um tdxon separado de D.
rotundata. O marcador AFLP tem sido também utilizado para avaliar a diversidade genética
em D. alata e sua relacdo com outras nove espécies comestiveis de Dioscorea (MALAPA et
al., 2005) e também em estudos sobre a domesticacdo do género Dioscorea (SCARCELLI et
al., 2006).

Como diversas tecnologias de analises moleculares mais informativas estdo
constantemente sendo aprimoradas, outros marcadores, como SSR e ISSR, estdo sendo

utilizados para analise de diversidade genética do género Dioscorea.

2.7.1 Utilizacdo de microssatélites (Simple Sequence Repeats-SSRs) na analise de
diversidade genética de espécies do género Dioscorea

Sabe-se que 0s genomas dos eucariotos sdo densamente povoados por regides de DNA
composta de um a seis nucleotideos repetidos em tandem denominadas microssatélites, SSR
(Simple Sequence Repeats) ou STR (Short Tandem Repeats) (TOTH et al., 2000). Estes
marcadores ocorrem em regides proximas aos genes (MORGANTE et al., 2002; LI et al.,
2004), e as sequéncias de DNA que os flanqueiam sdo geralmente conservadas entre 0s
individuos de uma mesma espécie, permitindo selecéo de primers especificos que amplificam,
via PCR, fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos os genotipos (CAIXETA et al.,
2009).

Nos ultimos anos, os microssatélites tém atraido a atencdo de pesquisadores por
diversas raz0es, incluindo seu uso na construcdo de mapas genéticos de diversos tipos de
organismos (CREGAN et al., 1999). Embora inicialmente designados para pesquisas em
humanos, a analise de microssatélites tem se tornado uma poderosa ferramenta para pesquisas
em outros animais (SCHLOTTERER et al., 1991) e plantas (ROA et al., 2000;
COLLEVATTI et al., 2001). De acordo com Heywood e Iriondo (2003), os marcadores
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microssatélites fornecem informacgdes relevantes para identificar unidades de conservacao e
processos genéticos que ocorrem nas populaces, tais como fluxo génico e deriva genética.

Neste contexto, os marcadores baseados na amplificacdo de SSRs sdo bastante
eficientes para elaboracdo de estratégias de conservacdo dos recursos geneticos. Estes
marcadores sdo codominantes, multialélicos e altamente polimorficos, além de apresentar
reprodutibilidade satisfatoria, grande poder de resolucdo e baixo custo (SCHLOTTERER,
2000; OLIVEIRA et al., 2006; CAIXETA et al., 2009). Por estes motivos 0s microssatélites
sd0 mais vantajosos para a realizacdo de genotipagem e estudos das relacdes genéticas de
cultivares, em relacdo a outras técnicas moleculares (HWANG et al., 2002; AGARWAL et
al., 2008). Esta ferramenta tem sido utilizada no estudo de diversidade, estrutura genética e
identificacdo genotipica de diversas culturas, entre elas: cevada (YAHIAOUI et al., 2007),
trigo (STEPIEN et al., 2007), arroz selvagem (KARASAWA et al., 2007), batata-doce
(VEASEY et al., 2008), mandioca (SIQUEIRA et al., 2009, 2010) e inhame (HOCHU et al.,
2006; SCARCELLI et al., 2006; SIQUEIRA et al., 2012).

A fim de estudar a diversidade genética de Dioscorea, Tostain et al. (2006)
desenvolveram primers de microssatélites para as espécies D. alata, D. praehensilis e D.
abyssinica, onde foi avaliada também a transferibilidade destes primers para outras espécies,
tais como: D. cayenensis, D. rotundata, D. bulbifera, D. nummularia e D. trifida. Ainda,
Hochu et al. (2006) desenvolveram marcadores microssatélites para a analise de 24 cultivares
de D. trifida, que se mostraram bastante polimérficos entre elas. Outros estudos utilizando
microssatélites merecem destaque. Dentre eles, o de Tostain et al. (2007), que avaliaram a
diversidade genética de 146 acessos de D. rotundata Poir. em Benin, Africa Ocidental, com
base em 10 sequéncias de SSRs plastidiais, marcadores nucleares e agromorfologicos. Uma
média de 8,4 alelos por loco foi detectada. A heterozigozidade média foi de 0,57 e a média de
contetido de informacédo de polimorfismo (PIC) foi de 0,51. Os resultados demonstraram que
a estrutura da diversidade genética da espécie em Benin reflete as praticas de manejo da
cultura pelos agricultores permitindo definir estratégias para a conservacao da diversidade em
inhame. Os primers desenvolvidos por Hochu et al. (2006), por sua vez, foram utilizados por
Bousalem et al. (2006) para avaliar o padréo de heranca de D. trifida, a partir da analise dos
gendtipos parentais e da progénie, onde foi relatado o comportamento tetraploide para a
espécie. Para estudar os padrdes de evolucdo de inhame e estabelecer relacdes filogeneticas
existentes entre espécies cultivadas e silvestres amostradas também em Benin, Chair et al.
(2005) investigaram alteracfes nas sequéncias SSRs de cloroplastos em 148 acessos de

inhame selecionados por cobrir uma maior diversidade genética do pais.
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No Brasil, Siqueira (2011) analisou a relacdo genética entre 73 variedades locais e 17
variedades comerciais de D. alata provenientes de diferentes regides. Os resultados
demonstraram uma mistura dos acessos, em grande parte devido a movimentagéo extensiva de
fluxo humano. Siqueira et al. (2011) isolaram 14 marcadores microssatélites polimorficos
utilizando a técnica de biblioteca genémica enriquecida com microssatélites. Dez locos
microssatélites foram selecionados para avaliar 80 acessos de D. alata de diferentes regides
do Brasil, dos quais nove apresentaram resultados satisfatérios. O conteudo de informacéo
polimorfica (PIC) variou 0,39-0,78 e o poder de discriminacdo (PD) variou 0,15-0,91. Seis
dos marcadores mostraram transferibilidade para a espécie D. bulbifera, D. cayenensis/D.
rotundata e D. trifida. Siqueira et al. (2012) utilizaram nove locos de microssatélites para
avaliar 36 acessos de D. alata. Os locos revelaram alto polimorfismo, com PIC variando de
0,57 a 0,77 e altos indices de diversidade genética de Shannon-Wiener (1,29, em média).

Silva, L.R.G. (2012) caracterizou a diversidade genética de 48 etnovariedades de D.
cayenensis/D. rotundata coletadas em diferentes regides do Brasil, e observou elevada e
estruturada variabilidade genética dos acessos no espaco geografico amostrado, considerando
as duas espécies amostradas. Silva et al. (2013) isolaram e caracterizaram nove locos
microssatélites para a espécie D. cayenensis e analisaram a transferibilidade para D.
rotundata. Os valores do PIC em D. cayenensis variaram de 0,37-0,62, enquanto que em D.
rotundata variaram de 0,15-0,66. O parametro D em D. cayenensis variou de 0,14-0,40,
enquanto que em D. rotundata variou de 0,05-0,34. Verificou-se que 0s microssatélites
representam uma ferramenta importante para caracterizar a diversidade genética de acessos de
D. cayenensis e D. rotundata. Silva, D.M. (2012) caracterizou a diversidade genética de 42
acesss de D. bulbifera pertencente ao banco de germoplasma ex situ da ESALQ/USP. Para
tanto, foram desenvolvidos seis primers de microssatélites especificos e polimorficos para a
espécie, que juntamente com 10 primers heter6logos, foram utilizados para estudo de
diversidade. Os resultados obtidos demontraram que apesar dos acessos de D. bulbifera nédo

estarem estruturados no espaco, estes apresentaram grande variabilidade genética.

2.7.2 Utilizagdo de ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats) na andlise de diversidade
genética de espeécies do género Dioscorea

Uma das limitacdes da utilizacdo dos marcadores microssatélites é a necessidade de
conhecer as regides que os flanqueiam para desenhar os primers. Portanto, alguns marcadores
moleculares foram desenvolvidos, visando explorar as repeticGes microssatélites sem a

necessidade de sequenciamento do DNA (CAIXETA et al., 2009). Entre esses marcadores



36

estdo os marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), também conhecido
como, AMP-PCR (Anchored microsatellite-primed PCR), onde repeticbes de di- ou
trinucleotideos marcadas com radioatividade e ancoradas com dois a quatro nucleotideos em
uma das extremidades sdo usadas como primers para PCR. Isso permite a amplificacdo de
apenas parte das regidoes amplificadas pelo marcador MP-PCR (Microsatellite-primered PCR),
aumentando a reprodutibilidade, que é uma das limitagdes do uso do MP-PCR
(ZIETKIEWICZ et al., 1994).

Os marcadores ISSR sdo dominantes e facilmente detectados usando poucos
equipamentos, sdo bastante variaveis e fornecem grande nimero de dados por um custo
razoavel para o pesquisador (WOLFE, 2005). Sdo semiarbitrarios, amplificados por PCR na
presenca de um primer complementar a um microssatélite alvo, multilocos e fornecem um
padrdo altamente polimdrfico (ZIETKIEWICZ et al., 1994). Cada banda corresponde a uma
sequéncia delimitada de dois microssatélites invertidos (BORNET; BRANCHARD, 2001).

Os marcadores ISSRs sdo obtidos a partir de uma técnica simples, rapida e eficiente. Os
produtos amplificaveis sdo geralmente de 200-2000 pb de comprimento e apresentam alta
reprodutibilidade possivelmente devido ao uso de primers longos o que permite um
subsequente uso de alta temperatura de anelamento (BORNET; BRANCHARD, 2001; REDY
et al., 2002). Os marcadores ISSR tém sido utilizados para estimar a extensao da diversidade
genética em nivel inter e intraespecifico em uma ampla variedade de espécies. Devido a sua
abundancia e dispersdo no genoma, tem sido muito empregado para estudar relacGes entre
duas populacBes muito relacionadas (HUANG; SUN, 2000; DESHPANDE et al., 2001).
Além disso, também tem sido utilizados em estudos de “fingerprinting”, seleg¢do assistida por
marcadores, filogenia e mapeamento genetico (BORNET; BRANCHARD, 2001).

No género Dioscorea alguns estudos de diversidade genética tém sido realizados com
base no marcador molecular ISSR. Dentre esses, Zhou et al. (2008) analisaram o nivel de
diversidade genética entre diferentes cultivares de D. opposita Thunb, muito utilizada na
medicina tradicional chinesa. Os resultados obtidos sugeriram que essas cultivares de inhame
chinés tem uma valiosa fonte de genes a ser explorado. Wu et al. (2009) avaliaram a relacdo e
diversidade genética em D. alata e concluiram que a variagdo genética em Dioscorea ssp. é
significativa, especialmente a diversidade em D. alata, cujo nivel apresentou-se bastante
elevado, fornecendo apoio da biologia molecular para distingdo e melhoramento da espécie.
Os dois estudos observaram que os marcadores ISSR proporcionaram uma avaliagdo
satisfatoria da diversidade genética de inhame e informac@es valiosas para ajudar na selecdo

de genitores em futuros programas de melhoramento de inhame.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

O objetivo deste trabalho foi caracterizar 53 acessos da espécie D. trifida L.

provenientes dos Estados de Santa Catarina, Sdo Paulo, Mato Grosso e Amazonas, utilizando

marcadores morfologicos, SSR (Simple Sequence Repeats) e ISSR (Inter Simple Sequence

Repeats), com o intuito de verificar o nivel de diversidade genética que estd sendo mantido

pelos agricultores dessas regides do Brasil.

3.2 Especificos

>

Obter informacdes a respeito da distribuicdo, procedéncia, manejo e uso das variedades
de D. trifida mantidas pelos agricultores situados nos Estados de Santa Catarina, Sdo
Paulo, Mato Grosso e Amazonas, Brasil.

Caracterizar a diversidade genética de D. trifida com base em marcadores morfol6gicos;
Caracterizar a diversidade genética de D. trifida com base em dois marcadores
moleculares, SSR e ISSR;

Realizar analise comparativa quanto a estruturacdo da diversidade genética de acessos
de D. trifida entre e dentro dos locais de coleta (Santa Catarina, S&o Paulo, Mato Grosso
e Amazonas).

Estimar a correlacdo entre as distancias genéticas e geograficas baseadas em dados de
SSR, ISSR e coordenadas geograficas, bem como entre as distancias genéticas de ambos

0s marcadores moleculares;
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4 HIPOTESES

> Existe variabilidade genética para marcadores morfoldgicos, SSR e ISSR entre acessos
de D. trifida considerando as diferentes localidades amostradas;

» A variabilidade genética para marcadores morfologicos, SSR e ISSR em acessos de D.
trifida esta estruturada no espago e a maior parte desta variabilidade concentra-se dentro
das diferentes localidades amostradas. Portanto, espera-se encontrar correlagdo positiva
entre distancias genéticas e geograficas, uma vez que estudos preliminares com 0s
marcadores SSR nesta espécie mostraram evidéncias nesse sentido;

> Na&o existe correlagdo entre as distancias genéticas baseadas em dados de SSR e ISSR.
Esta hipotese esta baseada em estudos prévios com outras espécies.



50



51

5 DISTRIBUICAO, MANEJO E DIVERSIDADE MORFOLOGICA DA ESPECIE
AMEAGCADA DE INHAME AMERINDIO (Dioscorea trifida L.)

Resumo

O objetivo deste trabalho foi verificar a ocorréncia de Dioscorea trifida no Brasil e
obter informacGes a respeito da sua distribuicdo, manejo e diversidade. Para tanto, foram
visitados e entrevistados agricultores de 21 comunidades, nos Estados de S&o Paulo, Santa
Catarina, Mato Grosso. Durante as visitas, foram coletados 51 acessos, 0s quais juntamente
com dois acessos adquiridos em feiras no Estado do Amazonas, foram caracterizados por
meio de 16 descritores morfoldgicos. A maioria dos entrevistados era homem (75%) com
média de idade de 59,5 anos. Observou-se um numero reduzido de jovens e mdo de obra
disponivel para as atividades agricolas, cerca de trés individuos por roca. A maior parte dos
agricultores (56%) cultiva apenas uma variedade de D. trifida, embora 44% tenham declarado
0 cultivo de mais de uma variedade, procedimento que visa dar maior garantia de colheita.
Varios nomes populares foram observados para D. trifida, sendo cara roxo, a denominagéao
mais utilizada pelos agricultores (43,4%). Os caracteres referentes as tuberas, como cor da
casca e da polpa, foram o0s mais relevantes para a distingdo dos acessos. Os resultados obtidos
poderdo colaborar para elaborar estratégias de conservagdo, tanto ex situ como in situ, dentro
da visdo de conservacdo on farm.

Palavras-chave: Agricultura tradicional; Conservacdo in situ/on farm; Taberas; Variabilidade
genética

Abstract

The objective of this study was to verify the occurrence of Dioscorea trifida in Brazil
and to obtain information about the distribution, management and diversity within this
species. For this, the farmers from 21 communities in the States of S&o Paulo, Santa Catarina
and Mato Grosso were interviewed. During the visits, 51 accessions were collected, and
together with two accessions obtained at local markets of Amazonas, were characterized using
16 morphological traits. Most the interviewed farmers were men (75%) with a mean age of
59.5 years. Just a few young people and labor force were available for agricultural activities,
with an average of only three individuals per farm. Most farmers (56%) grew only one variety
of D. trifida, although 44% plant more than one variety, which aims to give greater assurance
atharvest. Many popular names were observed for D. trifida, and cara roxo (purple yam) was
the name most used by farmers (43.4%). Characters referring to the tuber, such as skin and
flesh color,were most relevant for the distinction of the accessions. The results of this study
may collaborate to develop strategies for conservation, both ex situ and in situ, within the
view of on farm conservation.

Keywords: Traditional agriculture; In situ/on farm conservation; Tuber; Genetic variation

5.1 Introducao

O género Dioscorea ¢ o0 maior e o mais importante da familia Dioscoreaceae,
apresentando cerca de 644 espécies (GOVAERTS et al., 2007). Entre estas apenas dez sao
consideradas importantes na alimentagdo humana (LEBOT, 2009), sendo que no Brasil
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apenas D. alata L., D. cayenensis Lam., D. rotundata Poir., D. bulbifera L. e D. trifida L. s&o
cultivadas e consumidas (PEDRALLLI, 1988).

Domesticada pelos povos pré-colombianos e com distribuicdo neotropical, D. trifida foi
provavelmente a primeira espécie de inhame cultivada pelos povos indigenas e imigrantes
europeus e africanos na Amazonia (LEBOT, 2009; BOUSALEM et al., 2010). Apesar de
ainda existir controvérsias quanto a origem e domesticacdo desta espécie e sua historia
evolutiva ser pouco documentada, estudos demonstram que dentre as espécies de inhame
importantes economicamente no Brasil, D. trifida se originou na América do Sul, mais
precisamente em areas localizadas na fronteira entre Brasil, Suriname, Guiana e Guiana
Francesa (PEDRALLI, 1992).

No Brasil, D. trifida ocorre em areas de florestas pluviais, cerrados do planalto Central,
campos rupestres da Serra do Espinhaco e florestas estacionais adjacentes a estes campos
(PEDRALLLI, 2002), sendo mantida e propagada por agricultores tradicionais do Vale do
Ribeira, Sdo Paulo (BRESSAN et al., 2005), Baixada Cuiabana, Mato Grosso (FERREIRA et
al., 2010), Manaus e redondezas, calha do Rio Negro e Belém, de acordo com Ming"
(informacdo verbal). Apesar do funcionamento precario das atividades inerentes a producao
agricola e a falta de diversificagdo no consumo, a cultura consiste numa importante fonte de
alimento, pois seus tubérculos possuem alta qualidade nutritiva, além de propriedades
antimicrobiana, diurética e energizante, o que permite seu uso no combate a desnutricdo e
tratamento de doencas como diabete e reducdo de colesterol (RAMOS-ESCUDERO et al.,
2010).

Embora os tubérculos apresentem alta qualidade nutritiva e sejam bastante apreciados
na culinaria de diversas comunidades brasileiras, pouco tem sido observado sobre o cultivo de
D. trifida em nivel comercial, sendo a cultura subutilizada e o cultivo realizado por
agricultores tradicionais para sua prépria subsisténcia (CARMO, 2002). Entretanto, em alguns
Estados brasileiros, tais como no Amazonas e Santa Catarina, a comercializagdo dessa espécie
ocorre de maneira intensa (VEASEY et al., 2010).

Ao longo das ultimas décadas, agricultores tradicionais tém sofrido fortes pressdes
socioecondmicas que vem ocasionando diminuigdo das atividades agricolas, abandono das
rogas, e consequentemente perda de diversidade genética das espécies de inhame, bem como
de outras culturas, como mandioca e batata-doce (SIQUEIRA; VEASEY, 2009; SIQUEIRA,
2011). Neste contexto, observa-se a necessidade de estudos para verificar os danos causados

! MING, L.C. Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho, Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas de Botucatu.
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por essas pressdes a cultura do inhame, estimar a diversidade genética manuseada por estes
agricultores e elaborar estratégias de conservacdo e manutencdo dessas variedades, que
constituem importante fonte de genes responsaveis por diversas caracteristicas de interesse
agrondmico, tais como resisténcia a pragas, patégenos e fatores abidticos.
Estudos relacionados a caracterizagcdo morfolégica de acessos de D. trifida sdo escassos,
tais como os estudos conduzidos por Bressan (2005), que avaliou 25 variedades locais de D.
trifida coletados no Vale do Ribeira, Sdo Paulo. Entretanto, informacgdes sobre a morfologia
da espécie sdo importantes para auxiliar na sua manutencdo e conservacdo. Com base em
caracteres morfoldgicos, Melo Filho et al. (2000) classificaram 11 acessos mantidos na
Colecéo de germoplasma de inhame da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
Brasil, enquanto Mignouma et al. (2002) caracterizaram 45 acessos de D. cayenensis/D.
rotundata coletados em Camardo, Africa e Hasan et al. (2008) avaliaram a variacio
morfolégica entre 70 acessos de D. alata da Maléasia; Bressan et al. (2011) avaliaram a
diversidade genética de 16 landraces de D. alata coletadas no Vale do Ribeira, S&o Paulo;
Bressan et al. (2013) estudaram a estrutura e a diversidade genética de acesss do complexo D.
cayenensis/D. rotundata, também coletados no Vale do Ribeira, com base em marcadores
morfolégicos e isoenzimaticos, e Silva, L.R.G. (2012) realizou a caracteriza¢cdo morfoldgica
de 48 acessos de D. cayenensis/D. rotundata provenientes de diversas regides brasileiras.
Este estudo teve como objetivo obter informac6es referentes a distribuicdo, ao manejo
e a diversidade morfologica de variedades locais de D. trifida mantidas por pequenos
agricultores no Brasil com o intuito de auxiliar na elaboracdo de estratégias de conservacao

mais eficaz para a espécie.

5.2 Material e Métodos

Foram visitadas 21 comunidades de nove municipios brasileiros, distribuidas nos
Estados do Amazonas, Santa Catarina, Sdo Paulo e Mato Grosso, localizadas entre as latitudes
14°43°S e 26°15°S e longitudes 44°05°0 e 57°59°0 (Figura 2).

Durante as visitas foram obtidas informagdes referentes & caracterizacao
socioeconémica dos agricultores, ao manejo e uso das variedades de D. trifida por meio de
entrevistas e questionarios semi-estruturados previamente padronizados (Anexo).
Simultaneamente, com o consentimento dos proprietarios, foi realizada a coleta de tuberas de
inhame nas propriedades, de forma que todas as variedades cultivadas e consumidas nesses

locais pudessem ser amostradas e mantidas ex-situ.
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Os materiais coletados (Tabela 1) foram trazidos para o Departamento de Genética da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de Sao Paulo, em
Piracicaba, SP. As tuberas foram plantadas em vasos em casa devegetacdo, a fim de permitir
uma primeira etapa de brotacéo e quarentena das plantas. Dois meses ap6s o plantio, as mudas
foram transplantadas para o campo experimental com duas repeticbes (Figura 3). O
espagamento entre fileiras e entre plantas foi de 2,5m e 1,5m, respectivamente.

Foram utilizados 16 descritores morfoldgicos para caracterizar os acessos, sendo 11
caracteres qualitativos e cinco quantitativos (Tabela 2). Esses descritores foram selecionados
a partir de uma lista desenvolvida pelo International Plant Genetic Resources Institute
(IPGRI) e International Institute of Tropical Agriculture (1ITA), localizado em Ibadéan,
Nigéria, que retne descritores morfoldgicos para varias espécies do género Dioscorea, exceto
D. trifida (IPGRI/IITA, 1997). A caracterizacdo foi realizada em duas plantas representantes
de cada acesso, sendo que os caracteres quantitativos foram obtidos a partir da média de dez
medidas tomadas ao acaso.

As informacdes referentes a caracterizacdo morfoldgica e socioeconémica, bem como
aquelas relacionadas ao manejo e consumo da espécie D. trifida foram avaliadas por anélises

descritivas e posteriormente comparadas entres os diferentes locais de estudo.
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Figura 2 - Locais de coleta de Dioscorea trifida L. no Brasil. Os nimeros dos acessos estdo identificados na
Tabela 1
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Figura 3 - Desenvolvimento das plantas de Dioscorea trifida L. em casa de vegetacdo (A) e vista parcial do
experimento ap0Os transplantio dos acessos (B) para o banco de germoplasma de inhame do

Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" - ESALQ/USP



Tabela 1 - Acessos avaliados neste estudo de Dioscorea trifida L., coletados no Brasil

continua
N° ID Municipio Comunidade Nome popular Latitude Longitude Cor do N° de N° de C(C das )CP das
(S) (O) caule’ I6bulos  tdberas thberas tuberas

01 180 Ubatuba-SP Sertdo de Ubatumirim Cara roxo 23°15°  44°01° Verderoxa 5 18 Marrom  Roxabr
02 181 Ubatuba-SP Sertdo de Ubatumirim Cara branco 23° 17" 44°05° Verdemar 5 6 Marrom Roxabr
03 182 Ubatuba-SP Sertdo de Ubatumirim Cara roxo 23°18°  44°52° Verdemar 5 5 Marrom  Roxabr
04 183 Ubatuba-SP Sertdo de Ubatumirim Cara roxo 23°17°  44°51° Verde roxa 5 12 Marrom Roxabr
05 184 Ubatuba-SP Sertdo de Ubatumirim Cara roxo 23°18>  44°51° Verde roxa 5 2 Marrom  Roxabr
06 185 Ubatuba-SP Sertdo de Ubatumirim Cara roxo 23°18*  44°51° Verde roxa 5 3 Marrom Roxabr
07 187 Ubatuba-SP Sertdo de Ubatumirim Cara branco 23°18>  44°51° Verdemar 5 8 Marrom Branca
08 191 Ubatuba-SP Sertdo das Cutias Cara roxo 23°22°  44°58' Verde roxa 5 18 Marrom Roxa
09 193 Ubatuba-SP Rio Escuro Cara branco 23°28>  45°08’ Verdemar 5 7 Marrom Branca
10 195 Ubatuba-SP Sertdo do Ingé Cara cobrinha 23031 45°13' Verdemar 5 6 Marrom Branca
11 196 Ubatuba-SP Sertdo do Inga Cara branco 23°31' 45013 Verde roxa 5 13 Amarela Branca
12 197 Ubatuba-SP Sertdo de Ubatumirim Cara roxo 23°17°  44°51° Verde roxa 5 2 Marrom Roxabr
13 198 Ubatuba-SP Sertdo do Inga Cara roxo 23°31" 45°13' Verde roxa 5 16 Marrom  Roxabr
14 201 Ubatuba-SP Sertdo do Ingé Cara roxo 23°31" 45°14' Verdemar 5 8 Marrom Roxabr
15 203 Ubatuba-SP Sertdo do Inga Cara roxo 23°31°  45°14' Verde roxa 5 11 Marrom  Roxabr
16 204 Ubatuba-SP Rio Escuro Cara roxo 23028 45°08' Verde roxa 5 25 Marrom Roxabr
17 208 Ubatuba-SP Arariba Cara roxo 23°32' 45°15' Verde roxa 5 20 Amarela Roxabr
18 210 Ubatuba-SP Sertdo de Ubatumirim Cara roxo 23029 45°10' Verde roxa 5 Marrom Branca
19 216 Ubatuba-SP Fazenda da Caixa Cara roxo 23°31' 45014 Verde roxa 5 Marrom Roxa
20 217 Ubatuba-SP Feira de Ubatuba Cara roxo 23027 45°09' Verde roxa 5 Amarela Roxabr
21 236 Manaus-AM Feira em Manaus Cara roxo 03°08’ 60°01° Verde roxa 5 13 Marrom Roxa
22 237 Barcelos-AM Feira em Barcelos Cara 0°58’ 62°55° Verde roxa 5 12 Amarela Roxa
23 281 Joinville-SC Pirabeiraba Cara 26°10° 48°55° Verde roxa 5 9 Marrom Branca
24 282 Joinville-SC Pirabeiraba Cara mimoso 26°09°  48°56° Verde roxa 5 8 Amarela Branca
25 283 Joinville-SC Pirabeiraba Cara 26°09° 48°58’ Verde roxa 5 11 Marrom Branca
26 285 S.F.do Sul-SC Acarai Card péo 26°11°  48°53’ Verde roxa 5 5 Marrom Branca

LS



Tabela 1 - Acessos avaliados neste estudo de Dioscorea trifida L., coletados no Brasil

(conclusdo)

N° ID Municipio Comunidade Nome popular Latitude Longitude Cor do N° de N°de CCdas CPdas
(S) (O) caule’ I6bulos thberas tdberas tuberas

27 286 Joinville-SC Pirabeiraba Cara mimoso 26°15°  48°37 Verderoxa 5 9 Amarela Branca
28 287 Joinville-SC Pirabeiraba Carcanha denego  26°09°  48°59° Verderoxa 5 11 Marrom Branca
29 290 Joinville-SC Pirabeiraba Cara mimoso 26°09°  48°59° Verderoxa 5 8 Amarela Branca
30 292 Joinville-SC Pirabeiraba Cara 26°09°  48°59° Verderoxa 5 1 Amarela Branca
31 297 Joinville-SC Pirabeiraba Cara 26°09°  48°59’ Verderoxa 5 7 Amarela Branca
32 298 Joinville-SC Rio da Prata Cara 26°11° 48°58’ Verderoxa 5 10 Marrom Branca
33 301 Joinville-SC Rio da Prata Cara mimoso 26°11° 48°5%’ Verderoxa 5 7 Amarela Branca
34 302 Joinville-SC Pirabeiraba Cara 26°10°  48°57’ Verderoxa 5 11 Amarela Branca
35 312 Iguape-SP Pontalzinho — Icapara Cara S Jodo branco 24°40°  47°27’ Verderoxa 5 1 Amarela Roxabr
36 313 Iguape-SP Cavalcanti Cara-pipa 24°43°  47°45 Verderoxa 5 10 Marrom Roxa
37 323 Iguape-SP Pontalzinho — Icapara Caréa S Jodo roxo 24°40°  47°27° Verderoxa 5 4 Marrom Roxabr
38 328 Iguape-SP Momuna Cara Sdo Jodo roxo 24°42°  47°40° Verderoxa 5 2 Marrom Branca
39 329 Iguape-SP Momuna Cara S Jodo branco 24°42°  48°40° Verderoxa 5 8 Amarela Branca
40 335 Acorizal-MT Carumbé Cara roxo 15°08' 56°12° Verderoxa 3 1 Amarela Roxa
41 336 Acorizal-MT Carumbé Cara roxo 15°08' 56°12° Verderoxa 3 4 Amarela Roxa
42 340 Cuiaba-MT Rio dos Couros Cara pé de anta 15°36°  55°48’ Verderoxa 5 3 Marrom Roxa
43 343 Acorizal, MT Carumbé Cara branco 15°08' 56°12° Verderoxa 5 9 Amarela Branca
44 344 Nobres-MT Sela Dourada Cara do Joaquim 15°36' 56°48’ Verderoxa 5 9 Amarela Branca
45 345 Jangada-MT Sto. Antonio do Barreiro Card roxo 15°08' 56°17° Verderoxa 5 7 Marrom Roxabr
46 350 Nobres-MT Sela Dourada Cara branco 15°34' 56°46° Verderoxa 5 7 Marrom Roxabr
47 351 Nobres-MT Sela Dourada Caramaodeanta  15°30' 56°42’ Verderoxa 5 13 Marrom Branca
48 352 Rosario Oeste-MT Timbozal Caramdodeanta  14°51°  56°23° Verdemar 5 3 Marrom Roxa
49 355 Acorizal-MT Chapada Vacaria Caréa roxo 15°03'  56°08' Verde roxa 5 3 Marrom Roxa
50 361 Nobres-MT Sela Dourada Cara roxo 14°43°  56°15° Verdemar 5 2 Marrom Roxa
51 364 Rosario Oeste-MT Barranco Alto Pombinho branco 15°14°  57°59° Verde roxa 5 10 Marrom Roxa
52 366 Nobres-MT Sela Dourada Cararoxo cumprido 14°43>  56°15° Verde roxa 5 3 Marrom Roxa
53 368 Rosario Oeste-MT Barranco Alto Cara roxo 15°17°  57°50° Verde roxa 5 15 Marrom  Roxabr

“Verde e marrom(Verde mar), Verde e roxa (Verde roxa); Roxa e branca (Roxabr); Cor da casca (CC); Cor da polpa (CP)
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Tabela 2 - Descritores morfoldgicos utilizados para caracterizagdo dos acessos avaliados de
Dioscorea trifida L

Descritores

1. Cor do caule 9. NUmero de I6bulos

2. Auséncia/presenca de asas no caule 10. Largura da folha

3. Auséncia/presenca de espinhos no caule 11. Comprimento do peciolo

4. Diregdo de crescimento 12. Cor do peciolo

5. Didmetro do caule 13. Auséncia/presenca de tlberas subterraneas
6. Forma do caule 14. Numero de tberas

7. Posigdo das folhas 15. Cor da casca das tdberas

8. Forma das folhas 16. Cor da polpa das tiberas

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Distribuicao e aspectos socioecondmicos

Foram coletados um total de 53 acessos de D. trifida, sendo 25 acessos provenientes do
Estado de S&o Paulo, 14 acessos do Mato Grosso, 12 acessos de Santa Catarina e dois acessos
coletados em mercados do Amazonas (Tabela 1).

Assim como outras espécies de inhame, D. trifida é considerada uma espécie subutilizada e
mantida principalmente por pequenos e médios produtores (SIQUEIRA, 2011b). Desta forma,
fez-se necessario uma caracterizagdo socioecondémica no momento das coletas, a fim de adquirir
dados que auxiliem na composicgéo do perfil desses agricultores. Dos agricultores entrevistados e
responsaveis pela manutencdo das atividades agricolas relacionadas ao cultivo de inhame, 75%
eram homens e 25% mulheres. A média de idade foi de 59,5 anos (40 <n <79), sendo 62 anos a
idade média das mulheres e 59 anos a idade média dos homens.

Ao contrario dos primérdios da agricultura, onde o homem era responsavel pela caca e
pesca, e a mulher pelo plantio e colheita, atualmente observa-se que a maioria dos responsaveis
pelas atividades agricolas é do sexo masculino, embora todos os membros da familia estejam
envolvidos. Isto ocorre devido as atividades relacionadas a agricultura serem bastante laboriosas e
apresentarem baixo retorno financeiro, indicando que o cultivo de inhame é caracterizado por
pouco envolvimento das mulheres nas atividades de campo (TAMIRU et al., 2008).

De modo semelhante, observa-se um nimero reduzido de jovens e mao de obra disponivel
para as atividades agricolas, sendo apenas uma média de trés individuos por roga a quantidade de

pessoas envolvidas com as atividades relacionadas a cultura de inhame. Como o inhame é uma
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cultura de subsisténcia mantida pela agricultura familiar, apenas os membros da familia, em geral
com idade superior a 50 anos, estdo envolvidos nessas atividades. Para Carneiro (2001) esta
condicdo se torna um problema, porque a manutencdo da agricultura familiar ocorre de forma
enddgena por subsidio da propria comunidade, sendo tradicionalmente o sucessor da unidade
produtiva um dos integrantes da familia. Logo, esta redugdo no numero de jovens e escassez da
méo de obra pode acarretar na diminuicdo desse tipo de agricultura ao longo das préximas
geracoes.

As unidades produtivas, onde se observou o cultivo de D. trifida, apresentaram rocas com
menos de dois hectares (92%), sendo seu plantio consorciado com outras espécies, sobretudo
hortalicas, na maioria das vezes. Segundo Miller e Nair (2006), as rocas sdo de fundamental
importancia para a conservacao de variedades das espécies de inhame, bem como diversas outras
plantas cultivadas, uma vez que uma alta biodiversidade, com multiplas finalidades para os
agricultores, € mantida nesses locais (SMITH, 1996).

Em relacdo as variedades cultivadas pelos agricultores visitados, 44% afirmaram ter
adquirido a partir de familiares antecessores residentes no préprio local da coleta, sendo o plantio
realizado com as tUberas derivadas de materiais obtidos ha algumas décadas e que foram
repassados ao longo das geracgdes; cerca de 40% afirmaram cultivar variedades fornecidas por
vizinhos do préprio local e 16% declararam ndo conhecer a procedéncia dos materiais. Como néo
existe um sistema formal de fornecimento de tuberas-sementes, as variedades de D. trifida
cultivadas nessas areas sao as mesmas mantidas ha varias décadas e estas sdo trocadas entre 0s
agricultores locais, sendo baixa a incidéncia de introducdo de novas variedades provenientes de
outras areas. Esses dados corroboram com os estudos realizados por Tamiru et al. (2008), onde
observaram que na Etidpia também ndo existia um sistema formal de fornecimento de tuberas de
inhame, bem como agricultores especializados na producao de materiais para o plantio.

Durante o periodo de coleta e posterior identificagdo dos materiais em casa de vegetacéo,
foi possivel observar que as tuberas coletadas, algumas vezes, pertenciam a outras espécies de
Dioscorea, principalmente D. alata. Foi possivel observar também que cerca de 56% dos
agricultores cultivavam apenas uma variedade de D. trifida, diferentemente do que ocorre com 0
cultivo de outras espécies de propagacdo vegetativa, como a mandioca (Manihot esculenta), a
batata (Solanum tuberosum), a batata-doce (Ipomoea batatas) (BRUSH et al., 1981; SALICK et
al., 1997; SAMBATTI et al., 2001; EMPERAIRE; PERONI, 2007; AMOROZO, 2008; VEASEY
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et al., 2008; ALVES-PEREIRA et al., 2011), onde costuma-se manter duas ou mais variedades
numa mesma propriedade rural. Esta diminui¢cdo no nimero de variedades de inhame mantidas
pelos agricultores € preocupante por estar diretamente relacionada com a perda de recursos
genéticos e 0 processo de erosdo genética. Entretanto, de modo geral, foram encontradas diversas
variedades de D. trifida mantidas pelos agricultores localizados na area de estudo, o que
caracteriza o tipo de agricultura praticada nas regides dos trépicos, onde diversas espécies
cultivadas ou variedades da mesma espécie sdo mantidas em propriedades rurais de pequenos e
médios agricultores (CLAWSON, 1985; BRUSH, 1995), em resposta a fatores econdmicos,
sociais, culturais e naturais (COX; WOOD, 1999).

Por outro lado, observou-se também que 44% dos agricultores plantam mais de uma
variedade de D. trifida. Este procedimento visa dar maior garantia de colheita, pois caso algum
estresse bidtico ou abidtico venha interferir no plantio, dificilmente todas as variedades serdo
afetadas numa mesma intensidade, aumentando assim a probabilidade de se obter uma producéo
que garanta ao menos o sustento da familia durante as condi¢6es adversas.

A perda de recursos genéticos tambem foi constatada quando 96% dos agricultores
envolvidos na pesquisa afirmaram ter plantado variedades de inhame que atualmente deixaram de
plantar. Os principais motivos relacionados pelos agricultores foram: abandono de rogas com o
intuito de obter vinculo empregaticio em zonas urbanas, e assim garantir alguma fonte de renda
mais estavel a familia; mudancas ocorridas nas condices fisico-quimicas do solo, propiciando o
surgimento de doencas na cultura, e consequentemente perda total do plantio; favorecimento de
uma variedade em detrimento de outras; diminuicdo de méo de obra disponivel para desenvolver
as atividades de preparo, plantio e colheita; ma distribuicdo de terra, reduzindo intensamente a
area disponivel para as atividades agricolas; falta de informacdes relacionadas ao manejo
adequado da cultura, como meios de controle de doencas e pragas, possibilitando grandes perdas
na época de colheita das taberas; bem como aumento do custo de producdo, baixo retorno
financeiro e falta de incentivo para estimular a pratica da agricultura familiar.

Quando os agricultores continuam suas atividades no campo e mantém as variedades de D.
trifida nos sucessivos ciclos de plantio e colheita, estes realizam diversas praticas agricolas com o
intuito de aumentar a producdo de tlberas. Entre essas préaticas, observou-se o uso de herbicida e
adubos organico ou quimico. Entretanto, houve diferencas no modo e na freqliéncia de aplicagédo

desses insumos entre os Estados visitados, onde apenas os agricultores de Santa Catarina
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afirmaram utilizar algum tipo de implemento agricola. Este fato é relevante, pois se pbde
observar que os agricultores de Santa Catarina encontram-se mais preparados em termos de
manejo e tratos dados ao cultivo de inhame, o que justifica a producéo de até 2500 kg de inhame
obtida em algumas propriedades visitadas com area acima de 2 ha, a maior produgédo encontrada
nos Estados visitados. Esta producdo estd relacionada também com o fato das tuberas de D.
trifida serem muito apreciadas pelos produtores e consumidores da regido, mais do que as tuberas
de D. alata e D. cayenensis, espécies de maior expressao econémica no Brasil. Inclusive,
observou-se tuberas de D. trifida sendo comercializadas em um supermercado local, bem como
sendo servidas em um restaurante tipico da regi&o (VEASEY et al., 2010). De acordo com Ming?,
esta espécie apresenta também interesse comercial na Amazénia, sendo a principal espécie do
género Dioscorea comercializada em feiras e mercados locais (informacéo verbal), como os dois
acessos da Amazonia avaliados neste estudo.

Como o inhame é considerado uma cultura subutilizada e de subsisténcia, é bastante
notavel a falta de informacdo relacionada ao manejo e suas potencialidades de uso, como
enfatizado pelos préprios agricultores, bem como o atraso na industrializacdo do inhame no
Brasil. Estes fatores séo reflexos do funcionamento precério das atividades inerentes a producao
agricola, de um lado, e a falta de diversificacdo no consumo, do outro (CHU; FIGUEIREDO-
RIBEIRO, 1991).

Em outras partes do mundo, como na Africa e na Asia, embora ja ocorra substancial
diversificacdo no consumo, especialmente através de significativo aproveitamento industrial ou
artesanal do inhame, o nivel tecnoldgico é baixo e os produtos elaborados ndo ultrapassam
fronteiras pela falta de qualidade, prestando-se tdo somente ao consumo local ou regional. Santos
(1996) afirma que para a cultura do inhame alcangar altas produtividades, necessita de condigdes
edafoclimaticas favoraveis durante todo o seu ciclo vegetativo e reprodutivo, principalmente
disponibilidade adequada de luminosidade e agua. Porém, os fatores que mais limitam e
condicionam a sua producdo estdo associados a baixa fertilidade natural do solo utilizado para o
cultivo de inhame e ao manejo inadequado da cultura diretamente relacionado com agricultura
familiar e tradicional (CHU; FIGUEIREDO-RIBEIRO, 1991). Assim, a disponibilidade de

inhame para industrializagdo no Brasil € pouco expressiva por ndo existir uma defini¢do sobre os

*MING, L.C. Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas de Botucatu.
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tipos de produtos mais recomendados para entdo serem selecionadas as variedades apropriadas a
cada situacdo ou exigéncia de mercado. Verifica-se, portanto, que o interesse local dos proprios
agricultores € o fator principal de selecdo e a forca propulsora para a manutencédo das variedades
das espécies de inhame, principalmente D. trifida, cujo cultivo e manutencdo sdo praticados
exclusivamente por agricultores brasileiros e alguns outros paises da América Latina, como
Suriname e Guiana Francesa (BOUSALEM et al., 2010).

5.3.2 Diversidade morfologica e nomenclatura

As variedades de inhame encontradas sob cultivo recebem diversas denominagdes pela
comunidade local, que consideram uma combinacgdo de caracteres morfoldgicos, organolépticos e
de adaptacédo ecoldgica para classifica-las, e talvez estes sejam 0s principais critérios utilizados
para selecionar as variedades que sd@o mantidas ao longo do tempo (TAMIRU et al., 2008). Ao
contrario do que afirma Stephens (2009), onde “cara doce” € a inica denominagao para D. trifida
no Brasil, observou-se neste estudo que dentre as denominacdes encontradas para a espécie, as
mais citadas foram o “cara roxo”, em 43,4% das unidades amostrais, o “cara” e o “cara branco”,
ambos observados em 9,4% e o ‘“cara mimoso”, com 7,6%. Observou-se também uma
regionalizacdo dessas denominagdes, onde “card roxo” foi atribuido a espécie pelos agricultores
do Estado de Sao Paulo, Mato Grosso e Amazonas; “cara”, no Amazonas e Santa Catarina; “cara
branco”, em Sao Paulo e Mato Grosso; e “card mimoso”, apenas em Santa Catarina. Além dessas,
varias outras denominacBes para a espécie foram encontradas, porém com baixa frequéncia
(Tabela 3).

A partir da caracterizacdo morfoldgica, observou-se que todos os acessos de D. trifida
coletados apresentaram peciolos de coloragdo verde com pigmentos marrom; caule poligonal
alado, caracteristica especifica de planta trepadeira, pois a presenca de asas membranosas no
caule facilita sua fixacdo durante o crescimento; auséncia de espinho, ao contrario de D.
cayenensis e D. rotundata, espécies bastante cultivadas, principalmente no nordeste e sudeste do
Brasil (VEASEY et al., 2010); diregcdo de crescimento anti-horério, caracteristica exclusiva das
espécies de Dioscorea da segdo Macrogynodium, na qual D. trifida € a Unica espécie importante
econbémicamente do grupo (LEBOT, 2009); e tuberas subterraneas, como a maioria das espécies

do género Dioscorea.



64

Tabela 3 - Nomes populares para Dioscorea trifida L. dado pelos agricultores
dos Estados do Mato Grosso, Santa Catarina, Sdo Paulo e
Amazonas, Brasil

Nome popular Numero de citagdes por Estado
(%) MT SC SP AM

Cara roxo 43,40 7 - 15

Cara 13,20 - 6 -

Cara branco 9,43 1 - 4 -
Cara mimoso 7,55 - 4 - -
Cara Séo Jodo branco 3,77 - - 2 -
Cara Sao Jodo roxo 3,77 - - 2 -
Caré méo de anta 3,77 2 - - -
Caréa pdo 1,89 - 1 - -
Calcanhar de negro 1,89 - 1 - -
Caréa pipa 1,89 - - 1 -
Caré pé de anta 1,89 1 - - -
Caréa do Joaquim 1,89 1 - - -
Pombinho branco 1,89 1 - - -
Caréa cobrinha 1,89 - - 1 -

Todos os acessos apresentaram folhas lobadas e a maioria apresentou folhas alternadas com
cinco lébulos, exceto os acessos 40 e 41 coletados em Acorizal, Mato Grosso, que apresentaram
apenas trés lobulos (Figura 3A e B). Estes podem pertencer a outra espécie, ou variedade de D.
trifida, entretanto devido a sua grande similaridade morfoldégica com o0s outros acessos,
provavelmente os acessos 40 e 41 sdo produtos de mutagdo no gene responsavel pela
determinacdo do numero de l6bulos.

Grande parte dos acessos apresentou caule verde com presenca de pigmentos roxo, exceto
o0s acessos 01, 02, 03, 07, 09, 10 e 14, coletados em Ubatuba, S&o Paulo e os acessos 48 e 50,
coletados em Rosario do Oeste, Mato Grosso, que apresentaram caule verde com pigmentacéo
marrom. Bressan (2005) concluiu que as unidades de cultivo tém uma grande influéncia sobre os
caracteres morfologicos, pois os agricultores de comunidades mais proximas cultivam variedades
com aspectos morfolégicos mais similares.

Quanto a largura da folha, esta variou de 8,10 cm a 22,37 cm, com média de 14,91 cm. O
didmetro do caule variou de 1,26 mm a 8,35 mm, com média de 4,63 mm, que junto com 0
comprimento do peciolo, variando de 4,95 cm a 15,17 cm e média de 9,36 cm, foram o0s

caracteres de maior variagdo, com desvio padrédo de 6,26 mm e 9,65 cm, respectivamente (Tabela
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4). Vale ressaltar que esses caracteres sdo quantitativos e por este motivo, altamente
influenciados pelo local de cultivo, sofrendo grandes alteracGes decorrentes de variantes
ambientais (VENKOVSKY; BARRIGA, 1992).

Tabela 4 - Valores maximo e minimo, média e desvio padrdo das caracteristicas
guantitativas avaliadas em Dioscorea trifida L.

Caracteres Minimo Maximo Média Desvio padrdo
Diametro do caule (mm) 1,26 8,35 4,63 6,26
Largura da folha (cm) 8,10 22,37 1491 3,08
Comprimento do peciolo (cm) 4,95 15,17 9,36 9,65
NUmero de taberas 1,00 25,00 8,19 5,21
Ndmero de l6bulos 3,00 5,00 - -

Os descritores mais importantes para diferenciacdo dos acessos foram aqueles referentes as
tuberas, principalmente a cor da casca e polpa (Figuras 4C, 4D, 4E; Figura 5). Verificou-se que
cerca de 68% dos materiais avaliados apresentaram casca marrom e 32% casca amarela.
Enguanto que, em relacéo a coloracdo da polpa, 42% dos materiais apresentaram polpa branca e
24% polpa roxa. Entretanto, 34% dos materiais apresentaram polpa com mistura de diversas
tonalidades de roxo e branco, principalmente os materiais coletados em Ubatuba, Sdo Paulo
(Figura 4D). Caracteristicas relacionadas as tuberas, na maioria das vezes, sdo responsaveis pelo
nome das diferentes variedades de inhame atribuidos pelos agricultores, tais como "card roxo",
"card branco", entre outros. Ainda em relagcdo as tuberas, parte da planta mais importante
comercialmente, foi obtida uma média de 8 tdberas/planta, variando de 1 tubera (acessos 30 de
Joinville, Santa Catarina; 35 de Iguape, Sao Paulo; e 40 de Acorizal, Mato Grosso) a 25 tuberas
(acesso 16, coletado em Ubatuba, S&o Paulo).

Por se tratar de uma espécie de propagacdo vegetativa e mantida principalmente pela
agricultura familiar, ja é esperado certo grau de homogeneidade desses materiais, como indicado
pela caracterizacdo morfolégica, embora tenha se observado variagbes entre 0S mesmos.
Entretanto, a troca de tuberas entre os agricultores € pratica comum na comunidade tradicional.
Em muitos casos, ocorre uma intensa troca de tdberas entre comunidades proximas num sistema
aberto e dindmico, onde as redes locais existem e promovem o plantio de materiais em ambientes
mais amplos e heterogéneos, muitas vezes implicando em viagens de longa distancia, inclusive
entre municipios (TESFAYE; LUDDERS, 2003).
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Figura 4 - Aspectos morfoldgicos das folhas e tiberas dos acessos avaliados de Dioscorea
trifida L. A) Folhas com trés lébulos; B) Folhas com cinco lébulos; C) Tlberas
com polpa branca; D) Taberas com polpa roxa e branca; E) Tuberas com polpa
roxa. Fotos do autor.



67

Cor da casca das tuberas
80%

70%

60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Amarela Marrom

Cor da polpa das tuberas
45%
40%
35%

30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

Branca Roxa Roxa e branca

Figura 5 - Frequéncias para cor da casca e polpa das tUberas dos acessos avaliados de
Dioscorea trifida L.

5.4 Conclusdes

Conclui-se nesse estudo, que a espécie D. trifida é cultivada e consumida pelas
comunidades tradicionais dos Estados de Sdo Paulo, Santa Catarina e Mato Grosso, e €
comercializada no Estado do Amazonas. Na maioria dessas comunidades nédo existe um sistema
formal de fornecimento de tuberas-sementes, ocorrendo a troca de tuberas entre os agricultores
locais, e consequentemente baixa incidéncia de introducdo de novas variedades provenientes de

outras areas.
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A deficiéncia e a falta de informacéo relacionada ao manejo, potencialidades de uso e
industrializagdo do inhame no Brasil séo reflexos do funcionamento inadequado das atividades
inerentes a producdo agricola e a falta de diversificacdo no consumo, ambos ocasionados pela
falta de apoio politico e financeiro para a manutencdo de um sistema de producéo,
beneficiamento e comercializacdo de tdberas.

Dada a importancia desta cultura no contexto socioecondmico ao qual o cultivo de D.
trifida esta inserido, observa-se que ha a necessidade urgente de quantificar a diversidade
genetica real da espécie mantida pelos agricultores brasileiros, a fim de facilitar a sua
conservacdo, bem como sua utilizagdo em programas de melhoramento. Estudos que relacionem
os problemas enfrentados pela cultura do inhame podem melhorar o papel que esta cultura
desempenha na seguranca alimentar e assegurar a manutencdo continua da diversidade de inhame

atraves da utilizacao crescente de variedades disponiveis.
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6 DIVERSIDADE GENETICA ESPACIALMENTE ESTRUTURADA DO INHAME
AMERINDIO BRASILEIRO (Dioscorea trifida L.) AVALIADA POR MARCADORES
SSR E ISSR

Resumo

Dioscorea trifida L. (Dioscoreaceae) € uma das espécies de inhame originaria da América
mais importante economicamente, cuja origem e domestica¢do sdo ainda assuntos controversos.
No intuito de estimar a diversidade genética de D. trifida mantida pelos agricultores tradicionais
do Brasil, 53 acessos de 11 municipios dos Estados Sdo Paulo, Santa Catarina, Mato Grosso e
Amazonas foram caracterizados com base em oito marcadores SSR e 16 ISSR. O nivel de
polimorfismo entre os acessos foi alto, 95% para SSR e 75,8% para ISSR. O marcador SSR,
qguando comparado com ISSR, demonstrou maior poder de discriminacdo entre 0s acessos, com
os valores do indice D variando de 0,79 and 0,44, respectivamente. Embora os marcadores SSR e
ISSR tenham permitido a formacéo de dendrograma com diferentes topologias, ambos separaram
0S acessos em trés grupos principais: | —Ubatuba-SP; Il —Iguape-SP e Santa Catarina; Ill - Mato
Grosso. Os acessos do Estado do Amazonas foram classificados no grupo Il com SSR e em um
grupo separado com ISSR. As andlises de agrupamento, coordenadas principais e Bayesiana,
conduzidas para ambos marcadores, corroboraram a classificacdo em trés grupos principais. Foi
observada maior variacdo genética dentro dos grupos formados (66,5% e 60,6% para ISSR e
SSR, respectivamente), e maior indice de diversidade de Shannon para o grupo Il com SSR.
Foram encontradas correlacdes baixas, mas significativas entre as distancias genéticas e
geograficas (r = 0,08; p = 0,0007 para SSR e r = 0,16; p = 0,0002 para ISSR). Portanto, 0s
resultados de ambos os marcadores demonstraram que 0s acessos de D. trifida mantidos por
pequenos agricultores tradicionais no Brasil apresentaram uma diversidade genética levemente
estruturada no espago geografico amostrado.

Palavras-chave: Agricultura tradicional; Estrutura genética; Inhame; Marcadores moleculares;

Abstract

Dioscorea trifida L. (Dioscoreaceae) is among the economically most important cultivated
Amerindian yam species, whose origin and domestication are still unresolved issues. In order to
estimate the genetic diversity maintained by traditional farmers in Brazil, 53 accessions of
D.trifida from 1lmunicipalities in the states of S&o Paulo, Santa Catarina, Mato Grosso and
Amazonas were characterized based on eight SSR and 16 ISSR markers.The level of
polymorphism among the accessions was high, 95% for SSR and 75.8% for ISSR. The SSR
marker showed higher discrimination power among accessions compared to ISSR, with D
parameter values of 0.79 and 0.44, respectively. Although SSR and ISSR markers led to
dendrograms with different topologies, both separated the accessions into three main groups: | —
Ubatuba-SP; Il — Iguape-SP and Santa Catarina; and Il - Mato Grosso. The accessions from
Amazonas State were classified in group Il with SSR and in aseparate group with ISSR.
Bayesian, cluster and principal coordinate analyzes conducted with both molecular markers
corroborated the classification into three main groups. Higher variation was found within groups
in the AMOVA analysis for both markers (66.5% and 60.6% for ISSR and SSR, respectively),
and higher Shannon diversity index was found for group Il with SSR. Significant but low
correlations were found between genetic and geographic distances (r = 0.08; p = 0.0007 for SSR
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and r = 0.16; p = 0.0002 for ISSR).Therefore, results from both markers showeda slight spatially
structured genetic diversity in D.trifida accessions maintained by small traditional farmers in
Brazil.

Keywords: Genetic structure; Molecular markers; Traditional agriculture; Yams

6.1 Introducao

As denominacBes populares “inhame" e "cara” sdo utilizadas para vérias espécies de
monocotiledéneas do género Dioscorea (familia Dioscoreaceae), que constituem importantes
fontes de alimento nas regifes Umidas e subimidas dos tropicos (BURKILL, 1960; AYENSU;
COURSEY, 1972). Este género é formado por 59 Secbes que reunem 616 espécies (KNUTH,
1924), das quais apenas dez sdo utilizadas no consumo humano (LEBOT, 2009). Dentre as
espécies mais importantes economicamente, D. cayenensis Lam. e D. rotundata Poir. sdo
originarias da Africa, D. alata L. e D. bulbifera L., originarias da Asia, e D. trifida L., originéria
da América do Sul (COURSEY, 1976).

H& grandes controveérsias em relacdo a historia evolutiva de D. trifida. Embora a espécie
ocorra com grande frequéncia em diversos paises da América Latina, e a Amaz6nia tenha sido
reportada como o possivel centro de origem e diversificacdo da espécie, ainda € bastante evidente
a falta de informacGes sobre sua origem e processo de domesticacdo (DEGRAS, 1993). Acredita-
se que D. trifida originou-se na fronteira entre Brasil, Guiana, Suriname e Guiana Francesa,
sendo domesticada pelos povos indigenas dessas regides (PEDRALLI, 1998). Estudos recentes
realizados na Guiana Francesa identificaram a presenca de possiveis parentais selvagens de D.
trifida, sendo as primeiras evidéncias genéticas diretas dos possiveis locais de origem da espécie
(BOUSALEM et al., 2010).

Na Amazonia, Clement (1999) propds a existéncia de diversas areas com grandes
concentragdes de recursos genéticos de varias cultuas, e D. trifida encontra-se presente em
algumas dessas areas, tais como Centro do Noroeste Amazonico, Centro da Amazonia Central,
Regido Estuarina da Amazénia, Centro Menor do Orinoco Médio, Centro Menor da Guiana e
Regido Costeira da Guiana, indicando estreita relacdo entre essas areas com a historia evolutiva
da espécie. Em escavacOes arqueoldgicas no Panaméa foram encontrados restos de tubérculos de
D. trifida juntamente com mandioca (PIPERNO et al., 2000; DICKAU et al., 2007). Como a
mandioca foi domesticada no Sudoeste da Bacia Amazénica (OLSEN, 2004) e rapidamente se
difundiu por toda América Tropical (PIPERNO et al., 2000; DICKAU et al., 2007), D. trifida
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poderia ter sido domesticada e propagada pelas mesmas tribos envolvidas com o processo de
domesticacdo da mandioca (BOUSALEM et al., 2010), sendo possivelmente a primeira especie
de inhame cultivada pelos povos indigenas na Amazonia (DEGRAS, 1993). O cultivo de D.
trifida no Brasil tem sido realizado desde entdo, principalmente por pequenos agricultores rurais
(PEDRALLLI, 1998). Em pesquisas recentes, foi observada a ocorréncia desta espécie no Sul,
Sudeste e Centro-Oestedo Brasil (BRESSAN et al., 2005; VEASEY et al., 2010), e € considerada
também uma importante fonte de alimento na Amazoénia (VELEZ, 1998).

D. trifida € uma planta herbacea, autotetrapldide (x = 20 e 2n = 4x = 80), trepadeira e
perene (BOUSALEM et al., 2006), com caule quadrangular alado e sem espinhos, tendo as folhas
profundamente lobuladas, dispostas geralmente de forma alternadas ou raramente opostas
(MONTALDO, 1991). Sdo plantas dioicas, com flores pequenas unissexuadas, que quando
fecundadas apresentam frutos capsulados ndo comestiveis (STEPHENS, 2009). Sua reproducéo
ocorre por alogamia ou propagacao vegetativa (MONTALDO, 1991). Os tubérculos, estrutura da
planta normalmente consumida pelas comunidades, séo subterraneos, redondos ou conicos, com
polpa branca, amarela ou parpura, tamanho variando de 20 a 40 cm de comprimento e peso de 80
a 150 g (LEBOT, 2009). A planta, principalmente os tubérculos, possui alta qualidade nutritiva e
propriedades adstringente, antimicrobiana e diurética, 0 que permite seu uso no combate a
desnutricdo e tratamento de doencas como diabete e reducdo de colesterol (RAMOS-
ESCUDERO et al., 2010). O principal fator limitante para o desenvolvimento de D. trifida € o
potyvirus (género Potyvirus, familia Potiviridae), que ocasiona uma variedade de sintomas nas
folhas das plantas infectadas afetando seu crescimento (ODU et al., 2004), estando diretamente
relacionado com o dano econdémico significativo e processo de erosdo genética da cultura
(BOUSALEM et al., 2010).

Apesar da importancia geocultural e socioecondmica do inhame, poucos estudos sdo
realizados para explorar de modo sustentavel as potencialidades do inhame e elaborar estratégias
de conservacdo desta cultura (BOUSALEM et al., 2006). No Brasil, ainda sdo poucas as
instituicOes atualmente envolvidas com pesquisas relacionadas a cultura do inhame, de modo que
quaisquer novos estudos sdo importantes para programas de melhoramento e estratégias de
conservagdo. Como o cultivo e o consumo de D. trifida sdo bastante intensos dentro de um
sistema de agricultura familiar praticada por populagdes tradicionais, esses locais fornecem um

cenario propicio para a geracdo e manutencdo da diversidade genética da especie (VEASEY et
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al., 2010). Entretanto, as pressdes socioecondmicas sofridas pelos agricultores nos Gltimos anos,
vem favorecendo a perda dos recursos genéticos vegetais, especificamente de D. trifida, cujos
danos causados podem ser intensos e irreversiveis (BRASIL, 2006). Neste contexto, observa-se a
necessidade de estimar a diversidade genética de D. trifida mantida pelos agricultores tradicionais
a fim de auxiliar na elaboragdo de estratégias de conservacao da diversidade da espécie, bem
como diminuir os danos causados por essas pressdes socioeconémicas a cultura do inhame.

Diversas técnicas de biologia molecular estdo disponiveis para a deteccdo de variabilidade
genetica de populacdes de plantas naturais e cultivadas ao nivel de DNA, além de marcadores
morfoldgicos. Dentre essas técnicas os marcadores microssatélites ou SSR (Simple Sequence
Repeats), sdo bastante eficientes, pois sdo codominantes, multialélicos e altamente polimérficos
(OLIVEIRA et al., 2006). A fim de estudar a diversidade genética de Dioscorea, Tostain et al.
(2006) desenvolveram iniciadores de microssatélites para as espécies D. alata, D. praehensilis
Benthe D. abyssinica Hochst. ex Kunth, onde foi avaliada também a transferibilidade destes
iniciadores para outras espécies, tais como: D. cayenensis, D. rotundata, D. bulbifera, D.
nummularia Lam. e D. trifida. Estes primers foram utilizados por Veasey et al. (2012) para
avaliar 12 acessos de D. trifida provenientes de diferentes regiées do Brasil, como Séo Paulo,
Mato Grosso e Amazonas. Siqueira et al. (2011b) desenvolveram dez primers de SSR para D.
alata, avaliando a transferibilidade para outras especies, incluindo D. trifida. Silva et al. (2013)
também desenvolveram nove primers de SSR para D. cayenensis, com transferibilidade para D.
rotundata. Hochu et al. (2006) desenvolveram oito primers de SSR especificos de D. trifida, que
foram utilizados para andlise de 24 cultivares desta espécie, observando alto polimorfismo entre
0s mesmos. Estes primers foram utilizados por Bousalem et al. (2006) para avaliar o padrdo de
heranca de D. trifida, a partir da analise dos genotipos parentais e da progénie, onde foi relatado o
comportamento tetrapléide para a espécie.

Outro marcador utilizado em estudos de diversidade genética € o ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat), que representa uma das classes de marcadores moleculares mais recentes,
desenvolvidos a partir da necessidade de explorar repeticdes microssatélites sem a utilizacdo de
sequenciamento do DNA (ZIETKIEWICZ et al., 1994). Os marcadores ISSR sdo dominantes,
multialélicos e com alto padrdo de polimorfismo (WOLFE, 2005). No género Dioscorea alguns
estudos de diversidade genética tém sido realizados com base no marcador molecular ISSR.

Dentre esses, Zhou et al. (2008), analisaram o nivel de diversidade genética entre diferentes
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cultivares de D. opposita Thunb, muito utilizada na medicina tradicional chinesa. Os resultados
obtidos sugeriram que essas cultivares de inhame chinés tem uma valiosa fonte de genes a ser
explorado. Wu et al. (2009) avaliaram a relacdo e variabilidade genética entre acessos de D.
alata, e observaram um nivel de diversidade bastante elevado, fornecendo o apoio da biologia
molecular para distingdo entre os acessos e melhoramento de D. alata. Os dois estudos
demonstraram que os marcadores ISSR permitem uma avaliacdo satisfatdria da diversidade
genética de inhame e fornecem informacdes relevantes que auxilisam a selecdo de genitores em
futuros programas de melhoramento de inhame.

O objetivo do presente estudo foi caracterizar 53 acessos de D. trifida provenientes de
comunidades tradicionais dos Estados de Santa Catarina, Sdo Paulo, Mato Grosso e Amazonas,
utilizando marcadores SSR e ISSR, com o intuito de verificar o nivel de diversidade genética que
estd sendo mantido pelos agricultores do Brasil. O estudo descreve a estrutura genética de D.
trifida mantida pelos agricultores tradicionais e a diversidade genética concentrada dentro dos
diferentes locais amostrados.

6.2 Material e Métodos

Foram avaliados 53 acessos de D. trifida coletados em 11 municipios nos Estados de Séo
Paulo (SP), Santa Catarina (SC), Mato Grosso (MT) e Amazonas (AM), localizadas entre as
latitudes 14°43’S e 26°15’S e longitudes 44°05°0 e 57°59°0 (Figura 6; Tabela 5). Em cada
municipio visitado a coleta foi realizada de modo a buscar a maior representatividade da
variabilidade genética, levando-se em consideracdo caracteres morfolégicos e informacGes dos
agricultores.Trés acessos (dois acessos do Amazonas e um de Ubatuba, SP) foram adquiridos em
feiras locais. Os acessos foram coletados na forma de tuberas, e foram cultivados em vasos
acondicionados em casa-de-vegetacdo da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
Universidade de Sdo Paulo, localizada em Piracicaba, S&o Paulo, Brasil, onde folhas recém
expandidas foram coletadas para posterior extracdo de DNA.

6.2.1 Extracéo e quantificagdo de DNA

A fim de aumentar o periodo de conservacgdo e utilizacdo das folhas sem que as mesmas
perdessem a viabilidade, folhas jovens recém-expandidas foram coletadas e armazenadas a 4°C
durante sete dias em gel CTAB, contendo 30 mg de CTAB, 350 mg NaCl e 70 mL de agua
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destilada, segundo metodologia desenvolvida por Van den Berg® (informacéo verbal). Apés este
periodo, foi removido o excesso de gel presente nos fragmentos de tecido vegetal com o auxilio
de um papel toalha. Em seguida, os fragmentos foram macerados em 1 mL de tampédo STE [0,13
mg de Sacarose; 45 puL de Tris-HCL (1M); 150 uL de EDTA (0,5M), completando-se com H,0
destilada para o volume final de 1,5 mL] e submetidos a extracdo de DNA pela metodologia de
Doyle e Doyle (1990). A concentracdo de DNA foi estimada em gel de agarose a 1%, utilizando
tampdo de corrida TBE 10X, corado com brometo de etidio. A concentracao final de 5 ng/ uL foi

obtida para reac6es de PCR.

o

— 30°
u Ubatuba-SP

u Iguape-SP

Figura 6 - Locais de coleta de Dioscorea trifida L. no Brasil. Os detalhes de cada acesso estéo relacionados na
Tabela 1

®* VAN DEN BERG, C. Universidade Estadual de Feira de Santana, Departamento de Ciéncias
Biologica.



Tabela 5 - Acessos de Dioscorea trifida L. utilizados neste estudo, incluindo nimero de identificagdo dos

acessos (ID) no Banco de germoplasma, procedéncia, nome popular e coordenadas geogréaficas

(continua)
Acessos  ID Procedéncia Nome popular Lat/ Long
01 180  Sertdo de Ubatumirim, Ubatuba, Sdo Paulo Cara roxo 23°15’S/44°01°0
02 181  Sertdo de Ubatumirim, Ubatuba, S&o Paulo Cara branco 23°17°S/44°05°0
03 182  Sertdo de Ubatumirim, Ubatuba, Sdo Paulo Cara roxo 23°18°S/44°52°0
04 183  Sertdo de Ubatumirim, Ubatuba, S&o Paulo Cara roxo 23°17°S/44°51°0
05 184  Sertdo de Ubatumirim, Ubatuba, Sdo Paulo Cara roxo 23°18’S/44°51°0
06 185  Sertdo de Ubatumirim, Ubatuba, S&o Paulo Cara roxo 23°18’S/44°51°0
07 187  Sertdo de Ubatumirim, Ubatuba, S&o Paulo Cara branco 23°18°S/44°51°0
08 191 Sertdo das Cutias, Ubatuba, Sdo Paulo Cara roxo 23°22°S/44°58°0
09 193 Rio Escuro, Ubatuba, Sdo Paulo Cara branco 23°28°S/45°08°0
10 195 Sertdo do Ing4, Ubatuba, Sdo Paulo Cara cobrinha 23°31'S/45°13'0
11 196 Sertdo do Ing4, Ubatuba, S&o Paulo Caré branco 23°31'S/45°13'0
12 197  Sertdo de Ubatumirim, Ubatuba, Sdo Paulo Cara roxo 23°17°S/44°51°0
13 198 Sertdo do Ing4, Ubatuba, S&o Paulo Caré roxo 23°31'S/45°13'0
14 201 Sertdo do Ing4, Ubatuba, S&o Paulo Cara roxo 23°31'S/45°14'0
15 203 Sertdo do Ing4, Ubatuba, S&o Paulo Caré roxo 23°31°S/45°14'0
16 204 Rio Escuro, Ubatuba, S&o Paulo Cara roxo 23°28'S/45°08'0
17 208 Arariba, Ubatuba, S&o Paulo Cara roxo 23°32'S/45°15'0
18 210  Sertdo de Ubatumirim, Ubatuba, Sdo Paulo Cara roxo 23°29'S/45°10'0
19 216 Fazenda da Caixa, Ubatuba, S&o Paulo Cara roxo 23°31'S/45°14'0
20 217 Feira de Ubatuba, Ubatuba, Sdo Paulo Cara roxo 23°27'S/45°09'0
21 236 Feira de Manaus, Manaus, Amazonas Cara roxo 03°08’S/60°01°0
22 237 Feira de Barcelos, Barcelos, Amazonas Cara 0°58°S/62°55°0
23 281 Pirabeiraba, Joinville, Santa Catarina Cara 26°10°S/48°55°0
24 282 Pirabeiraba, Joinville, Santa Catarina Card mimoso 26°09°S/48°56°0
25 283 Pirabeiraba, Joinville, Santa Catarina Cara 26°09°S/48°58°0
26 285 Acarai, Sdo Francisco do Sul, Santa Catarina Cara pdo 26°11°S/48°53°0
27 286 Pirabeiraba, Joinville, Santa Catarina Cara mimoso 26°15°S/48°37°0
28 287 Pirabeiraba, Joinville, Santa Catarina Carcanhd de nego 26°09°S/48°59°0
29 290 Pirabeiraba, Joinville, Santa Catarina Cara mimoso 26°09°S/48°59°0
30 292 Pirabeiraba, Joinville, Santa Catarina Cara 26°09°S/48°59°0
31 297 Pirabeiraba, Joinville, Santa Catarina Cara 26°09°S/48°59°0
32 298 Rio da Prata, Joinville, Santa Catarina Cara 26°11°S/48°58°0
33 301 Rio da Prata, Joinville, Santa Catarina Cara mimoso 26°11°S/48°58°0
34 302 Pirabeiraba, Joinville, Santa Catarina Cara 26°10°S/48°57°0
35 312 Icapara, Iguape, Sao Paulo Cara S&o Jodo branco  24°40°S/47°27°0
36 313 Cavalcanti, Iguape, Séo Paulo Caré-pipa 24°43°S/47°45°0
37 323 Icapara, Iguape, Sao Paulo Card Sdo Jodo roxo  24°40°S/47°27°0
38 328 Momuna, lguape, S&o Paulo Cara S&o Jodo roxo 24°42°S/47°40°0
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Tabela 5 - Acessos de Dioscorea trifida L. utilizados neste estudo, incluindo ndmero de identificagcdo dos
acessos (ID) no Banco de germoplasma, procedéncia, nome popular e coordenadas geogréaficas

(concluséo)

Acessos  ID Procedéncia Nome popular Lat/ Long
39 329 Momuna, Iguape, S&o Paulo Cara Sdo Jodo branco  24°42°S/48°40°0
40 335 Carumbé, Acorizal, Mato Grosso Cara roxo 15°08'S/56°12°0
41 336 Carumbé, Acorizal, Mato Grosso Caré roxo 15°08'S/56°12°0
42 340 Rio dos Couros, Cuiaba, Mato Grosso Caréa pé de anta 15°36°S/55°48°0
43 343 Carumbé, Acorizal, Mato Grosso Cara branco 15°08'S/56°12°0
44 344 Sela Dourada, Nobres, Mato Grosso Caréa do Joaquim 15°36'S/56°48°0
45 345 Santo Antbnio do Barreiro, Jangada, Mato Grosso Cara roxo 15°08'S/56°17°0
46 350 Sela Dourada, Nobres, Mato Grosso Caréa branco 15°34'S/56°46°0
47 351 Sela Dourada, Nobres, Mato Grosso Cara méo de anta 15°30'S/56°42°0
48 352 Timbozal, Rosario Oeste, Mato Grosso Card médo de anta 14°51°S/56°23°0
49 355 Chapada Vacaria, Acorizal, Mato Grosso Cara roxo 15°03'S/56°08°0
50 361 Sela Dourada, Nobres, Mato Grosso Cara roxo 14°43°S/56°15°0
51 364 Barranco Alto, Roséario Oeste, Mato Grosso Pombinho branco 15°14’S/57°59°0
52 366 Sela Dourada, Nobres, Mato Grosso Cararoxo cumprido  14°43°S/56°15°0
53 368 Barranco Alto, Rosario Oeste, Mato Grosso Caré roxo 15°17°S/57°50°0

6.2.2 Amplificacdo de SSR e ISSR

Para amplificacdo dos locos SSR, foram testados oito primers especificos de D. trifida
desenvolvidos por Hochu et al. (2006) e dois primers heter6logos desenvolvidos por Tostain et
al. (2006), totalizando dez primers de SSR (Tabela 6). Esses locos foram amplificados em um
volume final de 16 puL de reacao de PCR contendo: 20 ng de DNA gendmico diluido em reagdo
tampédo 5X, 1,5 mM de MgCl,, 0,25 mM de dNTPs, 5 pmoles de primer forward, 5 pmoles de
primer reverse e 1 U/uL de Taq DNA polimerase (Promega, Madison, USA). A reacdo de
amplificacdo foi realizada em termociclador MyCycler Thermal Cycler da BioRad, seguindo as

seguintes condicOes de amplificacgdo:
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1) desnaturacdo a 94°C por 5 min, seguido de 10 ciclos de pré-amplificacdo [30 s a 94°C,
30 s na temperatura de anelamento, diminuindo 1°C a cada ciclo, iniciando em 60°C para o
programa TouchDown60 e em 50°C para o programa TouchDown50 e 30 s a 72°C], seguidos de
30 ciclos de desnaturacao (30 s a 95°C, 30 s a 50°C e 50 s a 72°C) e uma fase final de extenséo de
5 min a 72°C para as reacGes de PCR com primers especificos; 2) desnaturacdo a 94°C por 5
min, seguido de 10 ciclos de pré-amplificacdo [30 s a 94°C, 30 s na temperatura de anelamento,
diminuindo 1°C a cada ciclo, iniciando em 60°C para o programa TouchDown60 e em 50°C para
0 programa TouchDown50 e 30 s a 72°C], seguidos de 30 ciclos de desnaturagéo (30 s a 95°C, 30
s a50°C e 50 s a 72°C) e uma fase de extensdo final de 8 min a 72°C para reac6es de PCR com
primers heterélogos.

A eletroforese foi realizada em gel desnaturante de poliacrilamida a 7%, com uma poténcia
constante de 70 W durante o tempo necessario para separacdo dos fragmentos amplificados em
cada primer, utilizando-se como marcador o DNA ladder de 10 pb e 100 pb (Invitrogen™, Séo
Paulo, Brazil). O gel foi corado utilizando a metodologia de nitrato de prata (CRESTE et al.,
2001) para a revelacdo das bandas de microssatélites, as quais foram fotografadas em camera
digital e avaliadas em transluminador.

Para a analise dos marcadores ISSR, foram testados 20 primers, obtidos a partir do
protocolo de Wolfe (2000) (Tabela7). As reacdes de PCR foram conduzidas em um volume final
de 30 pL contendo: 1,5 uL. de DNA genbémico (5 ng/uL) diluido em uma reacdo tampdo 5X, 2,0
mM de MgCl,, 0,25 mM de dNTPs, 10 pmoles de primer e 1 U/ul de Taq DNA polimerase
(Promega, Madison, USA). A amplificacdo do DNA molde foi realizada em termociclador
Multigene Thermal Cycler (Labnet International, Inc.) seguindo as seguintes condigdes de
amplificacdo: 90 s a 94°C, 35 ciclos de 94°C a 40 s, seguido de 46 ciclos (52°C por 45 s, 72°C por
90 s, 94°C por 45 s e 44°C por 45 s) e uma fase de extensdo final de 72°C por 5 min (WOLFE,
2000).

Os produtos resultantes da reacdo de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 2% em tampédo TBE 10X por 140 min a 90 V e corado com brometo de etidio. Para
auxiliar a analise das bandas, foi utilizado como marcador 3uL de DNA Ladder 100 pb
(Invitrogen™, Carlsbad, USA). Adicionalmente, foram utilizadas como controle amostras
previamente amplificadas com sucesso. Apos a corrida eletroforética, o gel foi fotografado sob
fonte de luz ultravioleta com sistema de fotodocumentacdo Syngene (Synoptics Ltda.,
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Cambridge, United Kingdom). Para a andlise estatistica dos dados foram consideradas apenas as
bandas robustas e inequivocas. Foram descartadas as bandas que apresentaram baixa intensidade

ou coalescentes com outras bandas.
6.2.3 Analises estatisticas

Devido a constatacdo de que a espécie D. trifida é tetraploide, conforme descrito por
Bousalem et al. (2006), os padrdes de bandas tanto da analise de marcadores SSR, como de ISSR
foram interpretados como dados binarios, presenca (1) e auséncia (0) de bandas, sendo assim
geradas as matrizes de dados que foram submetidas aos programas estatisticos para obtencéo dos
parametros genéticos. A analise de diversidade genética foi realizada com base no Software
POPGENE, versdo 1.3 (YEH et al., 1997), onde foram obtidos os dados de nimero de bandas
observadas por loco, nimero de bandas polimérficas, porcentagem de polimorfismo e estimado o
indice de Shannon. Este indice foi calculado de acordo com a seguinte formula: H' =
— >, pilog pi , onde, pi: frequéncia de cada espécie, para i variando de 1 a S (riqueza).

Com o propdsito de comparar a eficiéncia dos marcadores na identificacdo genotipica, o
Parametro D (Discriminating Power) foi estimado para cada primer, como proposto por Tessier
et al. (1999). Este parametro foi calculado de acordo com a seguinte formula: D; =1 —C; =1 —

{zlpi%, onde D é a probabilidade de que dois individuos escolhidos aleatoriamente

tenham um padrdo de bandas diferente e distinto de outro; C € a probabilidade de que dois
individuos escolhidos aleatoriamente tenham um padrdo de banda idéntico; e N € igual ao nimero
de individuos analisados.

O software DARwin, versdo 5.0 (PERRIER; JACQUEMOUD-COLLET, 2006) foi
utilizado para realizar as analises de agrupamento, obtendo-se assim os dendrogramas a partir do
coeficiente de Jaccard, pelo método UPGMA. A avaliacdo da estabilidade dos agrupamentos dos
dendrogramas foi realizada baseada em estimativas de dissimilaridade genética através do
procedimento de reamostragens com 1000 bootstraps. Os valores superiores a 70% nos nos que
unem os grupos indicam que as distancias genéticas entre as unidades biolégicas de um mesmo
grupo sao estaveis. O Software NTSYS-pc (ROHLF, 1992) foi utilizado para se obter as
coordenadas principais e o grafico de disperséo.
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Para confirmar a confiabilidade dos grupos obtidos nas analises de agrupamento e de
coordenadas principais (PCoA), utilizou-se a andlise bayesiana utilizando o software Structure
(PRITCHARD et al., 2000; PRITCHARD; DONNELLY, 2001; FALUSH et al., 2007), a qual
ndo informa previamente quais 0s possiveis grupos de acordo com a origem dos acessos. O
software Structure foi rodado usando o modelo ‘admixture’ de mistura, ‘frequéncias alélicas
correlacionadas' e repetido dez vezes para cada K (nimero de agrupamentos assumidos) com um
burn-in de 500,000 interacdes seguido de 500,000 interacbes de MCMC (Markov Chain Monte
Carlo). O nimero mais provavel de grupos (populacGes) ou do valor de K foi determinado pelo
método AK (EVANNO et al., 2005).

Com o intuito de identificar a propor¢do de variacdo genética existente entre e dentro dos
grupos obtidos por meio do software Structure, os quais coincidiram com o0s grupos da PCoA e
das andlises de agrupamento, foi realizada a analise de variancia molecular (AMOVA) com base
no Software Arlequim (SCHNEIDER et al., 2000). Outro parametro analisado foi a correlagdo
entre matrizes de distancias genética e geografica, bem como entre as matrizes de distancia
genética dos marcadores SSR e ISSR, pela correlacdo de Pearson (r), cuja significancia foi
avaliada pelo teste de Mantel (1967), utilizando o Software NTSYS-pc (ROHLF, 1992).

6.3 Resultados

Foram selecionados oito primers de SSR e 16 de ISSR (Tabelas 6 e 7). Foram consideradas
56 bandas ou produtos de amplificacdo com tamanho variando de 101pb a 205pb para SSR e 137
bandas variando de 100pb a 1300pb para ISSR, em um total de 193 bandas com média de 7,0
bandas/loco para SSR e 8,56 bandas/loco para ISSR. O numero de bandas polimérficas foi 54 e
100 com média de 6,75 e 6,25 bandas polimorficas por loco para SSR e ISSR, respectivamente.
O nivel de polimorfismo foi alto, 95% para SSR e 75,8% para ISSR. O valor médio do parametro
D para SSR foi de 0,79, enquanto que para ISSR foi de 0,44, demonstrando que, embora 0
marcador ISSR tenha gerado um maior nimero de bandas, o marcador SSR apresentou maior
poder de discriminagéo entre 0s acessos.

O coeficiente de similaridade de Jaccard entre os 53 acessos de D. trifida variou de 0,40 a
0,96, com uma variacdo de 56% de similaridade para SSR, e de 0,66 a 0,97, com uma variagéo de
31%, para ISSR. Embora os dois tipos de marcadores estejam localizados em regides neutras e

relacionados a diferentes sequéncias do genoma, a correlacdo entre as matrizes genéticas obtidas



84

a partir dos marcadores SSR e ISSR foi alta (r = 0,57 e p = 0,0002), demonstrando relacéo
similar entre os dados de ambas as classes de marcadores.

Embora os marcadores SSR e ISSR tenham gerado dendrogramas com diferentes
topologias (Figuras 7 e 8), de modo geral, ambos apresentaram a formacdo dos mesmos grupos,
com poucas excecoes. Apesar dos bootstraps terem sido baixos, com valores inferiores a 60% e
deste modo ndo apresentados no dendrograma, foi possivel identificar trés grupos bem definidos:
grupo | (acessos provenientes de Ubatuba-SP); grupo Il (acessos provenientes de Iguape-SP e
Santa Catarina-SC); e grupo Il (acessos provenientes do Mato Grosso-MT). As variedades de
inhame coletadas em Iguape-SP e Santa Catarina apresentaram maior similaridade genética,
sendo que as variedades provenientes de Ubatuba-SP e Mato Grosso, classificadas em grupos
distintos, apresentaram-se mais divergentes. Todos os acessos foram agrupados de acordo com
seus locais de coleta para os dois marcadores, exceto 0s acessos da Amazonia, que mudaram sua
posicdo no dendrograma em funcdo do marcador molecular utilizado. Estes dois acessos foram
classificados em um grupo separado (grupo IV) na andlise com ISSR, enquanto que com SSR
estes foram classificados no grupo Il. Também, dentro do grupo 11, os acessos de Santa Catarina
foram melhor separados daqueles de lguape-SP considerando as analises com SSR quando
comparada com as analises realizadas com ISSR. O gréfico de dispersdo obtido com SSR (Figura
9), cujas duas primeiras coordenadas principais representam 35,7% do total de variacdo existente
entre os acessos analisados, separou 0s gendtipos nos mesmos grupos obtidos no gréfico de
dispersdo de ISSR (Figura 10), cujas duas primeiras coordenadas principais representam 31,6%
da variacdo total observada. Assim, ambos marcadores sdo Uteis na discriminacdo e na aferi¢do

da diversidade genética dos acessos de D. trifida.
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Tabela 6 - Primers de SSR utilizados para avaliar 53 acessos de Dioscorea trifida L., incluindo suas respectivas
sequéncias (5'-3"), temperatura de anelamento (T,), variacdo do tamanho das bandas de SSR em pares
de base (pb), nimero de bandas (Ng), nimero de bandas polimoérficas (Ngp), porcentagem de
polimorfismo (P) e poder de discriminacdo (D)

Primer Sequéncia (5'-3") Ta Tamanho(pb) Ng Ngp P D
(°C) (%)
DalA01’ F: TAT AAT CGG CCA GAG G 51-53 202-205 2 2 100,0 0,97
R: TGT TGG AAG CAT AGA GAA
Dab2C05* F:CCCATG CTT GTAGTT GT 51-52 168-192 5 5 100,0 0,91

R: TGCTCACCTCTTTACTTG

MTI2? F: TCATCAAGAGCATCAAAAAAC 50-52 121-131 6 6 100,0 0,71
R: GCCTCGTCTTTGAAGTTGGT

MTI13? F: TAACAAACAAAAAATGAAAC 55-59 156-205 13 13 100,0 0,85
R: TAACAGTGATTGAGCTAGGA

MTI14? F: ACTTGGTGTTGTTGGATTGC 50-58 101-111 8 8 100,0 0,61
R: TATCACTCCCCAGACCAGA

MTI110° F: TCGTGTCCATCTTGCTGCGT 55-58 143-198 11 11 100,0 0,61

R: GAAAAGCGGAGATGAAGAGCA

MTI111? F:CTCTTTTGCTTCTCATTTCA 55-56 124-137 5 4 80,0 0,72
R: ATGTAGCCAATCCAAAATAG

MTI12? F: CTGCCAGCGTTCCGATTC 55-60 100-123 6 5 83,0 0,92
R: CGTAGGACCTCTCGCATCAG

Média - - 70 6,75 950 0,79

! Tostain et al. (2006);  Hochu et al. (2006)
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Tabela 7 - Primers de ISSR utilizados para avaliar 53 acessos de Dioscorea trifida L., incluindo
suas respectivas sequéncias (5'-3"), temperatura de anelamento (T,), variagdo do
tamanho das bandas de SSR em pares de base (pb), nimero de bandas (Ng), nimero
de bandas polimdrficas (Ngp), porcentagem de polimorfismo (P) e poder de
discriminacéo (D)

Primer Sequéncia (5'-3') TA(°C) Tamanho(pb) Ng Npg P (%0) D

UBC7 (CT)8-RG 48 300-1300 13 11 846 0,37
UBC 814 (CTB-TG 50 500-1100 8 6 750 0,76
UBC 843 (CT)8-RA 48 600-1200 6 6 100,0 0,82
UBC 844 (CT)8-RC 50 300-1300 9 2 22,2 0,35
UBC 898 (CA)6-RY 48 300-1300 12 6 50,0 -0,48
UBC 899 (CA)6-RG 54 300-1300 9 7 77,8 0,63

JOHN (AG)7-YC 54 100-1200 13 9 69,2 081
UBC 901 (GT)6-YR 50 300-1300 8 8 100,0 0,67
UBC 902 (GT)6-AY 50 500-900 4 4 100,0 0,77

AW3 (GT)6-RG 54 500-800 4 3 75,0 0,75

OMAR (GAG)4-RC 50 300-900 8 8 100,0 0,54

DAT (GA)T-RG 54 300-800 9 2 222 -0,16
TERRY (GTG)4-RC 50 300-800 9 5 55,6 0,49

MAO (CTC)4-RC 50 400-1300 8 8 100,0 0,36
MANNY (CAC)4-RC 48 300-1000 11 9 81,8 048
GOOFY (GT)7-YG 54 300-900 6 6 1000 0,56

Média - - - 856 625 758 044
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Figura 7 - Dendrograma obtido a partir dos dados de SSR demonstrando a relacdo genética entre 53 acessos de D.
trifida L.: grupo | [acessos de Ubatuba-SP (verde)]; grupo Il [acessos de Iguape-SP (azul), Santa Catarina
(rosa) e Amazonas (amarelo)]; e grupo 111 [acessos do Mato Grosso (vermelho)]
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Figura 8 - Dendrograma obtido a partir dos dados de ISSR demonstrando a relagdo genética entre 53 acessos de D.
trifida L.: grupo | [acessos de Ubatuba-SP (verde)]; grupo Il [acessos de Iguape-SP (azul) e Santa

Catarina (rosa)]; grupo Il [acessos do Mato Grosso (vermelho)] e grupo IV [acessos do Amazonas
(amarelo)]
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Figura 9 - Grafico de dispersdo das duas primeiras coordenadas principais responsaveis por 35,67% da variagdo total
entre 53 acessos de Dioscorea trifida L. avaliados por marcadores SSR, demonstrando a formacdo de trés
grupos principais: grupo | (acessos provenientes de Ubatuba-SP); grupo Il (acessos provenientes de
Iguape-SP, Santa Catarina e Amazonas); e grupo Il (acessos provenientes do Mato Grosso)
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Figura 10 - Grafico de dispersdo das duas primeiras coordenadas principais responsaveis por 31,65% da variacdo
total entre 53 acessos de Dioscorea trifida L. avaliados por marcadores ISSR, demonstrando a formagéo
de trés grupos principais: grupo | (acessos provenientes Ubatuba-SP); grupo Il (acessos provenientes de
Iguape-SP e Santa Catarina); grupo Il (acessos provenientes do Mato Grosso); e grupo IV (acessos
provenientes do Amazonas)
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A anélise Bayesiana realizada a partir do software Structure para os dados de SSR e ISSR
confirmou os grupos obtidos nas analises de agrupamentos e PCoA, dado o valor de k igual a trés,
demonstrando que 0s acessos estdo geneticamente estruturados em trés grupos (Figuras 11 e 12).
Com base nos dados de SSR, os dois acessos do Amazonas apresentaram mais de 90% de sua
constituicdo genética similar aos acessos de Iguape-SP e Santa Catarina (Figurall), enquanto que
a partir dos dados de ISSR, 0s mesmos acessos apresentaram mais de 60% de similaridade com
0s acessos de Mato Grosso e mais de 30% com os de Ubatuba-SP (Figural2). Comparando
ambas as analises, o marcador SSR apresentou algumas excecdes aos grupos formados no
dendrograma (Figura 7), tais como os acessos 17 e 18, provenientes de Ubatuba-SP, apresentando
mais de 50% de similaridade aos acessos de Iguape-SP e Santa Catarina, enquanto que 0 acesso
40, do Mato Grosso, apresentou mais de 80% de similaridade aos acessos de lguape e Santa
Catarina (Figura 11). O grafico obtido a partir do marcador ISSR (Figura 12), por outro lado,
apresentou um grupo padréo com grande similaridade ao dendrograma com ISSR (Figura 8).

A partir da anélise de variancia considerando os trés grupos formados na anélise Bayesiana
e dois niveis de comparacdo, entre e dentro de grupos, diferencas foram encontradas entre 0s
materiais genéticos estudados tanto para os dados obtidos a partir de SSR (®st = 0,39; p =
0,0000) como para ISSR (®st = 0,33; p = 0,0000) (Tabela 8). A variacdo genética foi maior
dentro do que entre grupos tanto para SSR (60,6%) como ISSR (66,5%). Uma baixa correlacéo
positiva foi identificada entre as distancias genéticas e geograficas tanto para SSR (r = 0,08; p =
0,0007) como para ISSR (r = 0,16; p = 0,0002), demonstrando que 0s materiais genéticos estao
levemente estruturados nas areas geograficas amostradas.

O indice de diversidade de Shannon obtido a partir dos dados de SSR indicaram que 0
Estado de Sdo Paulo apresentou maior diversidade genética (0,40), seguido do Mato Grosso
(0,31) e Santa Catarina (0,27) (Tabela 9). Resultados similares foram obtidos para os dados de
ISSR, mas com valores mais baixos (0,28, 0,21 e 0,19, respectivamente). O Estado do Amazonas
obteve os menores indices de diversidade (0,09 para SSR and 0,03 para ISSR), devido ao baixo
nimero de acessos amostrados. Considerando os grupos formados na analise e analises de
agrupamento com SSR, o grupo Il (acessos de Iguape-SP, Santa Catarina e Amazonas) obteve 0
maior indice de diversidade (0,40), seguido do grupo Il (0,31) (acessos do Mato Grosso) e grupo
I (0,30) (acessos de Ubatuba-SP) para SSR, enquanto valores mais baixos e similares foram
obtidos para os trés grupos a partir dos dados de ISSR.



91

1 15(1)

14(1)

1101
1001)

13(1) 17(1) 1) 212)  23(3) 253 23)  29(3)  31(3)  33(3)  35(3) 373 393 4l(4)  43(4)  45(4)  474) 4

2001)  222)  24(3)  26(3)  28(3)  30(3)  32(3)  34(3)  36(3)  38(3)  40(4)  42(4)  44(4)  46(4)  45(4)

un 3C (1 (1) (1) 4
21 S04y

S iR
41 8(1) 8(1) 12(1) 16(1)  18(1)

514)  53(4)
s24)

Figura 11 - Estrutura da diversidade genética de53 acessos de Dioscorea trifida com base na analise Bayesiana para
oito marcadores SSR. Cada acesso esta representado por uma barra vertical. Os acessos de 1 a 20 séo
provenientes de Ubatuba-SP; acessos de 21 a 39 sdo provenientes de Iguape-SP, Santa Catarina e
Amazonas; e 0s acessos de 40 a 53 sdo provenientes do from Mato Grosso
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Figura 12 - Estrutura da diversidade genética de53 acessos de Dioscorea trifida com base na analise Bayesiana para
16 marcadores ISSR. Cada acesso esta representado por uma barra vertical. Os acessos de 1 a 20 séo
provenientes de Ubatuba-SP; acessos de 21 a 39 sdo provenientes de lguape-SP, Santa Catarina e
Amazonas; e 0s acessos de 40 a 53 sdo provenientes do from Mato Grosso

Tabela 8 - Anélise de variancia molecular (AMOVA) para 53 acessos de Dioscorea trifida L. considerando trés
grupos, de acordo com a analise bayesiana com o software Structure: grupo | (acessos de Ubatuba-SP),
grupo Il (acessos de Iguape-SP, SantaCatarina e Amazonas), e grupo I11 (acessos de Mato Grosso)

SSR ISSR
Fonte de variagdo GL SQ Variagéo total (%) SQ Variagéo total (%)
Entre grupos 3 150,295 39,37 221,218 33,53
Dentro de grupo 49 288,346 60,63 528,404 66,47

Total 52 438,642

*Valor p' (1023 permutacées) = 0,0000
®st = 10,3937 para SSR e &st = 0,3353 para ISSR; GL - Grau de liberdade; SQ - Soma dos quadrados
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Tabela 9 - indice de diversidade de Shannon (H') dos acessos de Dioscorea trifida por Estado e de acordo com 0s
grupos formados a partir da analise Bayesiana com o software Structure: grupo | (acessos de Ubatuba-
SP), grupo Il (acessos de Iguape-SP, Santa Catarina e Amazonas), e grupo |11 (acessos do Mato Grosso)

H’

Estados SSR ISSR

Séo Paulo 0,40 0,28
Mato Grosso 0,31 0,21
Santa Catarina 0,27 0,19

Amazonas 0,09 0,03
Média 0,27 0,18
Grupo
Grupo | 0,30 0,21

Grupo Il 0,40 0,20

Grupo IlI 0,31 0,22

Média 0,34 0,21

6.4 Discussao

6.4.1 Diversidade genética e analise comparativa entre os marcadores SSR e ISSR

A grande quantidade de marcadores moleculares disponiveis para estimar a diversidade
genética nos permite fazer comparac@es, a fim de determinar qual técnica é mais adequada para
uma determinada cultura (BISWAS et al., 2010). A escolha da técnica mais apropriada depende
do objetivo da pesquisa, modo de reproducdo da espécie e sua estrutura genética (BADFAR-
CHALESHTORI et al., 2012), e sdo normalmente baseadas em estimativas de heterozigosidade
(POWELL et al., 1996). No entanto, dificuldades em relacionar padrdes de fragmentos para locos
e gendtipos especificos em genomas de espécies polipléides, como D. trifida, limita a utilizacéo
da estimativa de heterozigosidade para avaliar técnicas de marcadores nessas espécies
(McGREGOR et al., 2000).

Os microssatélites sdo marcadores unilocos e codominantes, capazes de detectar individuos
heterozigotos em espécies diploides, entretanto em espécies poliploides estes marcadores ndo sao
capazes de fornecer tal informacgéo de forma precisa (PFEIFFER et al., 2011). Como D. trifida,

além de ser polipldide, apresenta controvérsias em relagdo ao seu nivel de ploidia (BOUSALEM
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et al., 2006), optou-se neste trabalho por analisar os marcadores SSR como dados binarios
(presenca e auséncia de fragmentos de DNA), da mesma maneira que se procede ao analisar
marcadores dominantes, tais como RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), bem como os ISSR. Portanto, mesmo restringindo
as andlises dos dados gerados a partir do polimorfismo de microssatélite existente entre 0s
acessos, estes foram capazes de fornecer informacdes consistentes sobre a variabilidade genética
existente nesses materiais.

Muitas técnicas de marcadores moleculares dominantes podem ser utilizadas para analisar a
diversidade genética de Dioscorea spp. (ZHOU et al., 2007). Dentre os marcadores dominantes, o
ISSR consiste numa técnica bastante estdvel e geram um grande niumero de fragmentos
polimorficos e discriminantes (MATTIONI et al., 2002). Apesar de ser considerada uma técnica
restrita, principalmente devido ao alto grau de homoplasia ocasionado pela ocorréncia de
fragmentos comigrantes (BUSSELL et al., 2005), a técnica de ISSR apresenta um custo
relativamente baixo, quando comparada a outras técnicas (YANG et al., 1996), e mais simples de
usar do que a técnica de SSR (REDDY et al., 2002), ndo sendo necessaria nenhuma informacao
prévia gendmica para a sua aplicacdo (BORNET; BRANCHARD, 2001). Assim, este marcador é
capaz de identificar uma grande variacdo genética intra e interespecifica, sendo cada vez mais
utilizado em estudos de caracterizacdo, identificacdo e estimacdo da diversidade genética de
bancos de germoplasmas. Considerando as vantagens dessa técnica, os marcadores de ISSR
também foram utilizados para estimar a diversidade genética de D. trifida neste trabalho, sendo o
unico estudo desenvolvido até entdo com este marcador molecular para esta espécie de inhame.

Neste estudo, observou-se que é possivel utilizar tanto a técnica de SSR como ISSR para
caracterizar e discriminar acessos de inhame morfologicamente distintos ou similares. Também,
os resultados obtidos a partir dos marcadores SSR e ISSR destacam a importancia dos
agricultores tradicionais na manutencdo da alta diversidade genética entre suas variedades locais.
Os oito locos SSR analisados mostraram-se altamente polimorficos e informativos entre os 53
acessos de D. trifida analisados neste estudo. Os primers heterdlogos DalAOl e Dab2CO05,
desenvolvidos por Tostain et al. (2006) para as espécies D. alata, D. abyssinica e D. praehensilis,
apresentaram 100% de polimorfismo, bem como alto poder de discriminagdo dos acessos
estudados, com o parametro D igual a 0,97 e 0,91, respectivamente. Estes primers também se

mostraram eficientes para a analise da diversidade genética dos acessos de D. trifida avaliados
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em testes de transferibilidade realizados por Tostain et al. (2006). Os primers especificos para D.
trifida, desenvolvidos por Hochu et al. (2006), além de apresentarem bandas definidas no gel,
mostraram alto polimorfismo, com média de 93,8%, e elevado nimero de bandas por loco (7
bandas em média), destacando-se os primers MTI3 e MTI10 que revelaram 13 e 11 bandas,
respectivamente (Tabela 6). Por outro lado, foram observadas apenas cinco bandas reveladas
pelo primer MTI11, semelhante aos resultados obtidos por Hochu et al. (2006), onde também
obtiveram poucas bandas, duas aproximadamente, para este primer.

Com excecdo dos primers UBC 844, UBC 898 e DAT, que apresentaram baixo
polimorfismo e baixo poder de discriminagéo entre os acessos analisados, todos os outros locos
ISSR analisados mostraram-se altamente polimorficos e com elevado nimero de bandas por
locos, destacando-se os primers UBC 7, UBC 898, JOHN e MANNY. Estes locos revelaram mais
de dez bandas (Tabela 7), bem como alto poder de discriminacdo entre os acessos estudados, com
0 par@metro D variando de 0,36 a 0,82. A alta porcentagem de polimorfismo (75,8%, em média)
observada para os ISSR também foi encontrada por Zhou et al. (2008), ao analisar 28 cultivares
de D. opposita com base em sete primers de ISSR, onde obtiveram um total de 65 fragmentos
com 83% de polimorfismo. Elevados niveis de polimorfismo parecem ser comuns em ISSR, pois
analises realizadas em outras culturas também detectaram resultados semelhantes, tais como em
batata, com 90% de polimorfismo (PREVOST; WILKINSON, 1999) e batata-doce, com 62,2%
(HUANG; SUN, 2000).

Os resultados do teste de Mantel revelaram que os dados obtidos com os marcadores SSR e
ISSR estdo correlacionados (r = 0,57; p = 0,0002), apesar de representarem diferentes sequéncias
gendmicas. Diversos estudos tém observado a existéncia de alta correlagdo entre diferentes
técnicas de marcadores moleculares em vérias espécies (BELAJ et al., 2003; BISWAS et al.,
2010). Na maioria dos estudos realizados em espécies autdgamas foram reportadas correlagédo
significativa entre dois ou mais marcadores, provavelmente devido aos gendtipos serem
homozigoticos. Entretanto, D. trifida por ser uma espécie didica e propagada vegetativamente por
tubérculos, apresenta individuos bastante homogéneos e com uma base genética limitada. Com
esta homogeneidade, um alto nivel de similaridade entre os diferentes marcadores pode ser
esperado (BADFAR-CHALESHTORI et al., 2012).
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6.4.2 Estrutura genética e desenvolvimento de estratégias de conservagéo

No Brasil, centro de diversidade e domesticacdo de véarias espécies, os estudos de
diversidade genética sdo, na maioria das vezes, associados a culturas de grande importancia
econdémica (CLEMENT et al., 2010), e cultivos de raizes e tubérculos, como inhame tém sido
negligenciados pela pesquisa, tanto para melhoramento como para conservacdo (SIQUEIRA,
2011b). Neste contexto, o inhame ¢é considerado uma cultura subutilizada, submetida
principalmente a selecdo de caracteres interessantes para as comunidades tradicionais, onde cada
agricultor mantéem as variedades de sua preferéncia, ocorrendo assim baixo nivel de
comercializacdo e intercdmbio desses materiais, quando comparados a outras culturas, como a
mandioca, batata e batata-doce (SIQUEIRA et al., 2011a). Com isto, D. trifida pode ser afetada
pelo processo de deriva genética, cujo efeito é intensificado devido a presenca de dioicia, sendo
necessaria uma planta masculina e uma feminina no mesmo local para ocorrer a recombinacao
genética entre os individuos (MIGNOUNA et al., 2003). Apesar desta espécie ser aldgama em
condigdes edafocliméticas favoraveis, ela é intensamente mantida por propagagdo vegetativa nos
campos de cultivo, sendo que na maioria das vezes, os clones dos mesmos individuos sdo
coletados e plantados durante alguns anos. Entretanto, os acessos analisados neste estudo ainda
apresentam elevada variabilidade genética, com uma variacdo no coeficiente de similaridade de
Jaccard igual a 31% e 56% para SSR e ISSR, respectivamente. Veasey et al. (2012), ao
analisarem acessos da mesma espécie coletados no Vale do Ribeira, Sdo Paulo, com base em
marcadores isoenzimaticos, observaram uma varia¢do no coeficiente de similaridade de Jaccard
igual a 83%.

Nas andlises de agrupamento, baseadas no coeficiente de Jaccard e no método UPGMA,
assim como nas andlises de coordenadas principais e Bayesiana foi possivel identificar trés
grupos geneticamente distintos. Um dos trés grupos mencionados acima consistiu dos acessos de
Iguape no litoral sul do Estado de Sdo Paulo, que foi agrupado com acessos coletados no litoral
norte de Santa Catarina, nas cidades de Joinville e S&o Francisco do Sul. Um segundo grupo foi
formado pelos acessos do litoral norte de S&o Paulo, em Ubatuba, e um terceiro grupo composto
pelos acessos coletados em Mato Grosso, uma regido bem distante das outras. A excegéo foi para
0s acessos da Amazonia, comercializados em feiras livres locais do Estado do Amazonas, que
dependendo do tipo de marcador ou regido genémica amostrada, mudaram de posi¢do no
dendrograma.
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Um fato interessante neste estudo foi a separacdo dos acessos provenientes do litoral norte e
sul de Sdo Paulo. No Vale do Ribeira, no litoral sul de Sdo Paulo, Veasey et al. (2012)
observaram a estrutura espacial da variacdo genética dentro de uma escala menor com
marcadores isoenzimaticos. As variedades locais do Vale do Ribeira foram agrupadas de acordo
com seus municipios. Dois grupos (com 100% de bootstrap) foram obtidos na anélise de
agrupamento, um com variedades de Iguape e outro com variedades de Cananéia. A mesma
estrutura geneética foi observada no presente estudo, mas numa escala geografica maior,
separando 0s acessos entre as areas do litoral norte e sul do Estado de Séo Paulo. A explicacéo
para este fato seja talvez a introducdo dos acessos desta espécie por ondas de migrantes de
diferentes regides ou ainda de diferentes grupos étnicos. Por outro lado, houve uma maior
similaridade dos acessos do litoral sul de Sdo Paulo, Iguape, com aqueles de Santa Catarina,
sugerindo que os acessos destas duas regiGes adjacentes geograficamente tenham a mesma
origem.

Essa dindmica também pode estar relacionada com a influéncia indigena sobre a
domesticacdo da espécie D. trifida, que vem sendo cultivada por indios desde as areas costeiras a
regido Centro-Oeste do Brasil (PEDRALLI, 1998). Dentre os grupos indigenas envolvidos neste
processo, destacam-se 0s guaranis, caracterizados por serem itinerantes e bastante dispersos pelo
territério brasileiro, incluindo o litoral do Estado de Sdo Paulo (LADEIRA, 2007). Estes grupos
étnicos se dispersavam por longas distancias carregando consigo varias espécies de plantas
comestiveis, dentre as quais incluia D. trifida (SCHMITZ; GAZANNEO, 1991). Esta espécie é
fortemente associada a estes povos, que também possuem grande influéncia sobre as populagdes
tradicionais do Vale do Ribeira, Sdo Paulo (VEASEY et al., 2012), onde se localiza o municipio
de lguape.

A manutencdo da variacdo genética € um dos principais objetivos das estratégias de
conservacdo (HAMRICK; GODT, 1996) e o conhecimento da variacdo entre e dentro de
populacdes fornece informacdes essenciais na formulagdo de estratégias apropriadas
(FRANCISCO-ORTEGA et al., 2000). Neste estudo, a maior parte da variabilidade genética foi
observada dentro de grupos (60,6% e 66,5% para SSR e ISSR, respectivamente), mas mesmo
entre grupos a Vvariabilidade genética foi elevada (39,4% e 33,5% para SSR e ISSR,
respectivamente). Veasey et al. (2012), comparando dois grupos de acessos de D. trifida

analisados com oito locos SSR, um grupo composto por sete acessos dos municipios de Iguape e
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Cananéia, em S&o Paulo e um de Mato Grosso, e outro grupo com quatro acessos da Amazénia,
observaram a maior parte da variagdo entre grupos (62,9%), quando comparada com a variagéo
dentro de grupos (37,1%). Este resultado demonstrou que o0s acessos da Amazénia foram
geneticamente diferentes dos outros acessos.

No presente estudo, observou-se grande diferenca genética entre 0s acessos provenientes
das diferentes localidades analisadas, ou seja, entre grupos, dado o valor @st igual a 0,3937 para
SSR e 0,3353 para ISSR, o que corresponde a um baixo fluxo génico entre as regides estudadas.
Este padrdo demonstra que, de modo diferente de outras espécies cultivadas na agricultura
tradicional, tais como mandioca (SIQUEIRA et al., 2009) e batata doce (VEASEY et al., 2008),
D. trifida é uma cultura mais regionalizada ou menos abrangente quando comparada a outras
espécies de inhame, tais como D. alata (BRESSAN et al.,, 2011; SIQUEIRA, 2011b). Esta
observacao pode estar relacionada a fatores histdricos e socioeconémicos, tais como modo de
utilizacdo e variacdo na preferéncia de variedades ao longo do tempo e do espago (VEASEYet
al., 2010). A existéncia de correlacdo positiva entre as distancias genéticas e geogréficas obtida
no teste de Mantel, confirma a estruturacdo desses materiais no espagco geografico amostrado.

Embora o valor desta correlacdo ndo tenha sido muito elevado, o fato de ser significativo ao
nivel de 1% confirma a estruturacdo espacial da variacdo genética, que é condizente com o valor
de ®st observado. Entretanto, o baixo valor da correlacdo pode ser devido a existéncia de
possiveis trocas recentes de materiais entre essas regides, realizadas por organizacdes nado
governamentais que trabalham junto aos grupos indigenas, a fim de incentivar o intercambio de
gendtipos e inserir novos materiais para evitar a deriva genética dessas variedades. Assim, sdo
realizadas feiras de intercambio, possibilitando entdo a obtencdo e o fornecimento de novos
genotipos.

Existem poucas informacdes sobre estes grupos indigenas, que assim como muitas tribos
tém sobrevivido a diversas pressdes, tais como lutas fundiarias, além das pressdes socioculturais
das sociedades modernas (ARRUDA, 1999). Estas dificuldades sdo comuns tanto para grupos
indigenas como para agricultores, que cultivam diversas espécies de forma tradicional nas regides
tropicais.

Considerando que ha diferenca genética entre os materiais cultivados nos locais estudados,
observou-se que os acessos de S&o Paulo apresentaram maior diversidade, seguidos dos acessos

de Mato Grosso, Santa Catarina e Amazonas. Considerando os grupos formados na analise
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Bayesiana, a maior diversidade genética encontrada foi entre os acessos do grupo Il para SSR,
que inclui acessos de trés Estados (Sdo Paulo, Santa Catarina e Amazonas). Enquanto, para ISSR,
a maior diversidade foi encontrada no grupo Il (Acessos do Mato Grosso), embora os valores
tenham sido bastante similares entre os trés grupos. Em geral, o nivel médio de diversidade
genética foi de 0,34 e 0,21 para SSR e ISSR, respectivamente. Estes indices sdo maiores do que
os valores encontrados para ervas perenes (H' = 0,17) e espécies com ampla distribuicdo
geografica (H' = 0,20) (HAMRICK; GODT, 1989). Entretanto, estudos realizados por Zhou et al.
(2008) em cultivares de inhame da espécie D. opposita, bastante utilizada na medicina chinesa,
demonstraram H' = 0,32, valor relativamente alto e superior ao obtido para D. trifida neste
estudo. Vale ressaltar que diversos fatores influenciam o nivel de diversidade genética de uma
espécie, dentre esses, a distribuicdo geografica, ciclo de vida, sistema reprodutivo, padrdo de
dispersdo, tamanho efetivo populacional, entre outros (HAMRICK et al., 1991; GAUDEUL et
al., 2000; ZHOU et al., 2008).

Esse nivel de diversidade genética observada entre os acessos esta diretamente relacionada
ao fato de D. trifida ser uma espécie poliploide e se reproduzir simultaneamente por alogamia e
propagacao vegetativa. Assim, os individuos sdo em geral altamente heterozigoticos, preservando
a diversidade alélica ao nivel de individuo (VEASEY et al., 2008; SIQUEIRA et al.,2009;
McKEY et al., 2010). Entretanto, o surgimento de plantas variantes decorrentes de sementes,
resultado de recombinacéo genética, é pouco provavel, uma vez que ndo foi relatada e detectada a
ocorréncia de florescimento e frutificacdo na espécie pelos agricultores durante a coleta.

O nivel de diversidade genética apresentada pelos acessos coletados nos Estados de Séo
Paulo, Mato Grosso e Santa Catarina ja era esperado, devido a grande abrangéncia da cultura
nessas regides. No entanto, a obtencdo de variedades geneticamente mais proximas pode estar
relacionada com o fato da coleta ter sido restrita a poucos agricultores e poucas comunidades em
Ubatuba, em S&o Paulo, onde a coleta foi realizada na comunidade do Sertdo de Ubatumirim e na
comunidade de Pirabeiraba, em Santa Catarina. A similaridade entre os acessos corroboram com
as denominacdes dadas pelos agricultores nas regides estudadas. Em Ubatuba, S&o Paulo, exceto
0 acesso 195, denominado “cara cobrinha”, foram obtidas variedades com apenas duas
denominagdes populares, “card roxo” e “card branco”, sendo o ultimo representado em menor
numero. Em Iguape, Sao Paulo, apenas trés denominagdes foram observadas para a espécie, "cara

sdo jodo branco","cara sdo jodo roxo" e "card-pipa". Em Mato Grosso, a maioria dos acessos



99

também recebeu a denominagdo “cara roxo”. Ja em Santa Catarina, as denominacdes
predominantes para a espécie D. trifida foram “cara” e “cara mimoso”.

Em conclusdo, nossos resultados sugerem que ambos marcadores foram Uteis para avaliar a
diversidade genética e diferenciar os acessos de D. trifida no Brasil. Entretanto, 0 marcador SSR
detectou maiores indices de diversidade, enquanto que o marcador ISSR pareceu ser mais
eficiente no agrupamento de diferentes gendtipos, sendo capaz de separar os dois acessos do
Amazonas. Ambos marcadores detectaram altos niveis de diversidade genética para 0s acessos de
D. trifida mantidos pelos agricultores tradicionais dos Estados de Sdo Paulo, Mato Grosso, Santa
Catarina e Amazonas. Alto nivel de diversidade genética foi encontrado entre os acessos de D.
trifida coletados nos Estados de S&o Paulo, Mato Grosso, Santa Catarina e Amazonas, a qual vem
sendo mantida pelos agricultores tradicionais. A alta diversidade intrapopulacional encontrada é
bastante interessante para a sua viabilidade ao longo do tempo. O conhecimento da similaridade
genética dos acessos e sua relacdo genética constituem informacdes importantes para a utilizacéo
e conservacdo eficiente dessa espécie, tanto ex situ, em bancos de germoplasma, como in situ,
dentro da visdo de conservagdo in situ na propriedade rural, conhecida como conservagdo on
farm. Como foram encontradas diferencas genéticas entre e dentro dos grupos de acessos
provenientes das diferentes regides visitadas, as estratégias de coleta e conservacdo devem
amostrar um grande nimero de individuos de todas as regides amostradas, a fim de abranger toda
a diversidade genética presente nesses materiais. A conservacao on farm, no caso de D. trifida, é
bastante interessante por considerar o meio sociocultural envolvido com os fatores evolutivos da
espécie, pois sabe-se que as praticas agricolas, através do cultivo e da selecdo artificial,
permitiram acumular ao longo do tempo caracteres morfolégicos agronémicos interessantes,
propiciando um enriquecimento da variabilidade genética ndo apenas desta espécie, mas de outras

plantas cultivadas.
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7 CONCLUSOES

1. Conclui-se nesse estudo que a espécie D. trifida é cultivada e consumida por comunidades
tradicionais dos Estados de S&o Paulo, Santa Catarina e Mato Grosso, bem como

comercializada em Santa Catarina e Amazonas;

2.Na maioria das comunidades visitadas ndo existe um sistema de fornecimento de taberas-
sementes, ocorrendo a troca de tdberas entre os agricultores locais, e consequentemente

baixa incidéncia de introducdo de novas variedades provenientes de outras areas;

3.Embora ndo exista uma lista oficial de descritores para caracterizagdo de D. trifida, o uso
de descritores morfoldgicos de outras espécies de inhame sdo capazes de detectar variacao
entre 0s acessos, sendo que a cor da casca e da polpa dos tubérculos foram os mais

relevantes para a distin¢cdo dos mesmos;

4.Tanto os marcadores SSR como ISSR foram Uteis para estimar a diversidade genética e
diferenciar os acessos de D. trifida. Entretanto, o marcador SSR detectou maiores indices
de diversidade, enquanto que o marcador ISSR foi mais eficiente no agrupamento de

diferentes genotipos, sendo capaz de separar 0s acessos do Amazonas;

5.0s acessos avaliados encontram-se levemente estruturados no espaco geogréfico

amostrado;

6.Como foram encontradas diferencas genéticas entre e dentro dos grupos de acessos
provenientes das diferentes regides visitadas, as estratégias de coleta e conservacao devem
amostrar um grande ndmero de individuos dessas regifes, a fim de abranger toda a

diversidade genética presente nesses materiais.
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Roteiro das entrevistas realizadas com os agricultores tradicionais durante as coletas de D. trifida L.

a) Caracterizacao socioeconémica:

1. Data da Entrevista: 2. Local de ocupacéo n°: 3. Localizacdo em GPS:

4. Municipio: 5. Bairro:

6. Nome: 7. Sexo 8. ldade

9. Estado civil: 10. Ne de filhos:

11. Residentes: () Conjuge Idade:
() Filho (s) Idade:
() Filha (s) Idade:

12. Local de nascimento do proprietério

13. Local de nascimento do conjuge

14. Tempo de residéncia do proprietario no local

15. Tempo de residéncia do cdnguje no local

16. Local da ultima procedéncia da familia

17. Relagdo com a terra ( ) Proprietario  Extensédo da area da propriedade:
() Roga localizada no interior da propriedade
() Outra situagéo

Extensdo da area da propriedade:

() Caseiro Extensdo da area permitida para o uso do caseiro:
() Roga prépria localizda no propriedade
() Outra situagéo
() Posseiro Extensdo da posse:
() Roga localizada no interior da posse
() Roca localizada fora dos limites da propria
posse
() Outra situagdo
() Outros
18. Principal fonte de renda/subsisténcia: () Aposentadoria
() Trabalho temporario
() Trabalho fixo
() Agricultura
() Outros
b) Caracterizagdo da (s) area (s) de cultivo:
1. Locais de cultivo de cara (inhame): (' ) Quintal
() Roca

(' ) Roca e quintal
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() Outros
2. Tamanho da (s) area (s) de cultivo:
3. Disposicdo das cultivares/variedades: () Consorciadas
() Separadas
4. Tempo de uso da (s) area (s) de cultivo:
5. N° de pessoas que trabalham / auxiliam na (s) area (s) de cultivo: Familiares:
Né&o familiares:

6. Calendério de atividades
Limpeza/derrubada/rocada
Queima/coivara
Capina/ tratos culturais
Plantio
Colheita

7. Como é feita a escolha da &rea de roga?
8. Houve diminuicdo nas atividades agricolas? Desde quando?
9. Por quanto tempo as &reas de roc¢a sao deixadas em pousio? 10. Sempre foi assim?:

11. Retorna as rogas abandonadas? Por qué?

c) Caracterizacao da diversidade (variedades)

Diversidade de cara (inhame) presentes na (s) area (s) de cultivoe calendario de plantio e colheita.
1. Nomes das variedades

2. Epocas de plantio e colheita

3. Usos

4. Produgdo

5. Origem das variedades

6. Origem dos nomes

7. Tempo de plantio das variedades

9. Por que planta mais de uma variedade?

10. J& observou florescimento e frutificacdo nas variedades de cara? Em quais variedades?
11. Ja observou germinagdo de semente nessas variedades? Em quais variedades?

12. Qual o modo de propagacao utilizado?

13. Houve variedades de cara que plantou no passado e nao planta mais? Por qué?

14. Aumentou a proporcao de alguma variedade? Por qué?

15. Usa insumos ou implementos agricolas? Quais?



