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Variabilidade genética

A mandioca ¢ cultivada pelos agricultores familiares que conservam em suas propriedades
variedades locais, atuando como mantenedores desse importante recurso genético. A
diversidade genética existente para a espécie pode ser estimada por meio de marcadores
moleculares microssatélites. Assim, objetivou-se realizar a caracterizagdo molecular de quatro
variedades locais de mandioca (Cacau Branca, Cacau Roxa, Cacau Amarela e Mandioca P3o)
cultivadas por agricultores familiares no municipio de Apiacas-MT, utilizando marcadores
microssatélites. Foram amostradas quatro variedades locais de mandioca, totalizando 40
individuos. O material foliar foi utilizado para a extracdo do DNA total e para as amplifica¢des
via PCR (Polymerase Chain Reaction). Foram amplificados 67 alelos, sendo que os loci que
amplificaram o maior ¢ o menor numero de alelos, foram SSRY126 e SSRY2I,
respectivamente. Dentre os alelos amplificados foram identificados 33 alelos raros (49%). Os
valores médios de heterozigosidade observada (0,840) foram superiores aos valores de
heterozigosidade esperada (0,643), refletindo em indices de fixagdo negativos. Dentre os /oci
testados, os que apresentaram valores de PIC acima de 0,5 foram: GA12; GA131; GA140;
SSRY27; SSRY28; SSRY126. O dendrograma formado pelo método de agrupamento
hierarquico UPGMA gerou cinco grupos genéticos que estdo em concordancia com a analise
bayesiana. Sendo assim, foi observado que ha diversidade genética entre as variedades locais
cultivadas por agricultores familiares do municipio de Apiacas. Os individuos AP5 (Cacau
Branca) e AP20 (Cacau Roxa) sdo os mais divergentes geneticamente entre o conjunto analisado
e a variedade Mandioca pdo esta mais distante geneticamente das outras trés variedades (Cacau
Branca, Cacau Roxa, Cacau Amarela).
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Genetic variability.

Cassava is cultivated by family farmers who preserve local landraces in their proprieties, acting
as guardians of this genetic resource. The existing genetic diversity for the species can be
estimated using microsatellite molecular markers. Thus, the objective was then to carry out the
molecular characterization of four local varieties of cassava (Cacau Branca, Cacau Roxa, Cacau
Amarela and Mandioca P2o) cultivated by family farmers in the municipality of Apiacas, Mato
Grosso state, Brazil using microsatellite markers. Four local landraces of cassava were sampled,
totaling 40 individuals. Leaf material was used for DNA extraction and PCR amplification. A
total of 67 alleles were amplified, with SSRY 126 and SSRY21 amplifying the highest and
lowest number of alleles, respectively. Among the amplified alleles, 33 rare alleles (49%) were
identified. The observed heterozygosity (0.840) was higher than the expected heterozygosity
(0.643), reflecting negative fixation indices. Loci with PIC values above 0.5 were GA12,
GA131, GA140, SSRY27, SSRY28, and SSRY126. The dendrogram formed by the UPGMA
hierarchical clustering generated five genetic clusters, which were in agreement with the
Bayesian analysis. Thus, genetic diversity was observed among the local landraces cultivated
in the family farmers' fields in the municipality of Apiacas. The APS and AP20 individuals are
the most genetically divergent among the analyzed group, and the Mandioca pao landrace is the
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most genetically distant from the other three landraces.
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INTRODUCAO

A espécie Manihot esculenta Crantz (Euphorbiaceae)
popularmente conhecida como mandioca, macaxeira ou aipim
¢ muito apreciada e utilizada tanto na alimentacdo humana
quanto animal (DUARTE et al., 2016). O Brasil é considerado
o principal centro de origem da mandioca e desde a sua
colonizacdo ¢é o produto mais popular da alimentagio brasileira
(APOLINARIO, 2019). Segundo Rodrigues e Aguiar (2019) a
domesticagdo da espécie foi realizada pelos povos originarios
amazoOnicos que, durante a colonizagdo chegou a ser chamada
de “pao dos tropicos”, sendo a farinha, seu principal produto,
consumida por toda a populacdo.

A espécie apresenta alguns nutrientes que sdo
acumulados na raiz da planta, dentre eles os carboidratos e
outros sdo acumulados nas folhas da planta, como as proteinas
e vitaminas (BAYATA, 2019). Pelo facil cultivo, adaptacio
edafoclimaticas e produtividade de raizes, a planta ¢ cultivada
mundialmente (TUMUHIMBISE et al., 2014).

No estado de Mato Grosso, os agricultores familiares
cultivam e conservam variedades locais de mandioca atuando
como mantenedores desse importante recurso genético pois,
além de cultivar e conservar realizam a troca de manivas entre
si, ampliando a variabilidade dos acervos (FIGUEREDO et al.,
2019). A existéncia de variabilidade genética na espécie ¢é
essencial para a conservagdo, ¢ monitora-la ¢ essencial nos
estudos de diversidade. E essa diversidade genética da
mandioca pode ser estimada por meio do emprego de
marcadores moleculares.

Dentre as técnicas moleculares utilizadas para estimar a
variabilidade genética entre e dentro de populagdes, estdo os
marcadores moleculares microssatélites ou Simple Sequence
Repeats (SSR). Esse tipo de marcador ¢ abundante na maioria
dos genomas, ¢ codominante e multialélico, ou seja, altamente
informativo (TURCHETTO, 2017; GRIFFITHS, 2022). Além
disso, ha estudos que comprovam sua eficiéncia na analise de
amostras de mandioca utilizando tais marcadores (MOURA et
al. 2016; OLIVEIRA et al., 2018; ASHA et al. 2019; TIAGO
et al., 2020; MIRANDA et al., 2020; RONDON et al., 2023).

Diante disso, objetivou-se neste estudo realizar a
caracterizagdo molecular de variedades locais de mandioca,
cultivadas por agricultores familiares no municipio de
Apiacas-MT, utilizando marcadores microssatélites.

MATERIAL E METODOS

Coleta e Area de estudo

Para o estudo foram amostradas quatro variedades locais
de mandioca (AP1-AP10: Cacau Branca, AP11 a AP20: Cacau
Roxa; AP21 a AP30: Cacau Amarela; AP31 a AP40: Mandioca
pao) cultivadas por agricultores familiares no municipio de
Apiacés — MT, sendo coletadas folhas jovens de dez individuos
de cada variedade no primeiro semestre do ano de 2016,
totalizando 40 individuos. A pesquisa foi cadastrada na
plataforma SisGen com o niimero AB35BA4.

Nas coletas, o material foliar foi inserido em microtubos
de polipropileno (2 mL) contendo 1 mL de solucdo saturada
NaCl-CTAB (tampao de carregamento = 70 g de NaCl, 3 g de
CTAB, dissolvidos em 200 mL de agua destilada e
autoclavada) e, posteriormente, armazenados em geladeira (4
°C) no Laboratorio de Genética Vegetal e Biologia Molecular
(GenBioMol) do Centro de Pesquisa e Tecnologia da
Amazodnia Meridional (CEPTAM), Universidade do Estado de

Mato Grosso Carlos Alberto Reyes Maldonado (UNEMAT),
campus de Alta Floresta, Mato Grosso.

Extracao de DNA

Para a extracdo do DNA total seguiu-se o método CTAB
(Brometo de Metil Trimetil Amoénio), protocolo descrito por
Doyle e Doyle (1987), com as seguintes modificagdes:
acréscimo de polivinilpirrolidona (PVP) na concentragdo de
1% e aumento nas concentragdoes de CTAB de 2 para 3% e de
B-mercaptoetanol de 0,2% para 2% no tampao de extragao.

Apds a obtengdo do DNA gendémico, o mesmo foi
quantificado utilizando espectrofotometro Nanodrop-2000
(Thermo Scientific) com o intuito de avaliar a quantidade e a
pureza do material obtido. As amostras foram coradas com
GelRed e submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% a fim
de analisar a qualidade visual do material extraido. O gel foi
entdo fotografado e o material genético padronizado a
aproximadamente 100 ng puL"! e armazenado a -20 °C até
posteriores analises.

Amplificacdo de DNA via PCR-SSR

Para a realizacdo das amplificagdes via PCR (Polymerase
Chain Reaction) foram utilizados dez loci desenvolvidos por
Chavarriaga-Aguirre et al. (1998) e Mba et al. (2001) . Foi
adicionada a reacdo a cauda M 13 de acordo com a metodologia
de Schuelke (2000). As reagdes foram padronizadas em um
volume final de 10 pL contendo: 2 pL de DNA; 0,2 uL de
TAQ-Polimerase; 1 uL de Buffer (0,05% bromphenol blue,
40% sucrose, 0,1 M EDTA, pH 0,8 ¢ 0,5% sodium laury
sulfate); 0,8 uL de dNTP; 0,13 pL do iniciador F; 0,25 uL do
R; 0,25 pL de calda M13 (HEX, 6-FAM) e 5,37 uL de H20
Milli-Q.

As amplificagdes foram conduzidas em termociclador
T100 “Thermal Cycler” BIO-RAD com o seguinte programa
de amplificagdo: 1 ciclo inicial de desnaturagdo a 94 °C por 5
minutos, seguido por 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 45
°C por 45 segundos e 72 °C por 45 segundos, 8 ciclos de 94 °C
por 30 segundos, 53 °C por 45 segundos e 72 °C por 45
segundos e uma extensao final de 72 °C por 10 minutos.

A eficiéncia do processo de amplificagdo foi verificada
antes da genotipagem através da eletroforese em gel de agarose
1% (m/v) em tampao de corrida TAE 5X, em voltagem de 100
v. O gel foi corado com GelRed, visualizado e fotografado em
transiluminador L-PIX Image (Loccus Biotecnologia).

Genotipagem das amostras

As amostras foram enviadas ao Centro de Estudos do
Genoma Humano e Células Tronco, Universidade de Sdo
Paulo, Sao Paulo (USP) e genotipadas em sequenciador
automatico modelo ABI 3730 (Applied Biosystems. Foram
utilizados dois diferentes tipos de fluorocromos [6-FAM
(emite fluorescéncia azul) e HEX (verde)] combinados em
sistema duplex.

A leitura no sequenciador automadtico gerou arquivos
contendo os picos de eletroferogramas, que foram visualizados
e analisados com auxilio do programa computacional
GeneMarker v.2.6.3 (Demo).

Analise estatistica

A diversidade genética entre as variedades locais foi
estimada por meio do numero de alelos (Na) e a
Heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) sobre o
equilibrio de Hardy-Weinberg. Os niveis de endogamia dentro
das amostras foram quantificados pelo indice de fixagdo (f) de
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acordo com o método de Weir e Cockerham (1984) e para
verificar a eficiéncia dos Joci utilizados foi calculado o valor
do conteudo de informagao polimorfica (PIC) classificando-os
entre altamente informativos (PIC > 0,5), razoavelmente
informativos (0,25 < PIC < 0,5) e pouco informativos (PIC <
0,25), segundo Botstein (1980).

Para andlises descritivas foi utilizado o programa Power
Marker v.3.25 (LIU; MUSE, 2005), a matriz de distidncia
genética de Nei (1983) e a frequéncia alélica, além da
identificacdo de alelos raros. A matriz foi importada para o
programa Genes (CRUZ, 2013) para a construgdo de um
dendrograma pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group
Method With Arithmetic Mean) ¢ também para obter o CCC
(Coeficiente de Correlagdo Cofenético).

O numero de grupos genéticos (K) foi indicado por
analise bayesiana, por meio do programa STRUCTURE
(PRITCHARD et al., 2000). Para cada valor de K (K=4) foram
realizadas 20 interagdes, com 200.000 “burnins” e 500.000
simulagdes de Monte Carlo via Cadeias de Markov (MCMC).
Para definicao do K mais provavel, em relacdo aos propostos,
foram utilizados os critérios de Pritchard e Wen (2004) e Evano
et al. (2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dez loci microssatélites utilizados amplificaram um
total de 67 alelos, sendo que os /oci que amplificaram o maior
(12) e o menor (3) nimero de alelos, respectivamente, foram
SSRY 126 e SSRY21 (Tabela 1). Dentre os alelos amplificados
foram identificados 33 alelos raros (49%), com uma variagio
de frequéncia entre 0,0125 a 0,0441. A identificacdo de alelos
raros reforca a importdncia de aumentar a protecao da
diversidade genética de uma espéciec (MONTAGNA et al.,
2012). Deste modo, destaca-se a necessidade de conservagéo
das variedades estudadas, uma vez que os alelos raros podem

estar relacionados ao desenvolvimento de adaptacdes das
variedades de mandioca a novos ambientes ou a resisténcia a
doengas.

Os valores médios de heterozigosidade observada (0,840)
foram superiores aos valores de heterozigosidade esperada
(0,643), refletindo em indices de fixacdo negativos,
confirmando a alta taxa de heterozigose e, consequentemente,
baixo indice de endogamia (CRUZ et al., 2011). Portanto, os
resultados obtidos nesta pesquisa, revelam a existéncia de
diversidade genética entre e dentro das variedades estudadas,
sendo informacdes relevantes para pesquisas futuras que visam
o melhoramento genético e programas de conservagdo da
espécie.

Dentre os loci testados os que apresentaram valores de
PIC acima de 0,5 foram: GA12; GA131; GA140; SSRY27;
SSRY28; SSRY126, sendo classificados como altamente
informativos. Os demais /Joci (4) apresentaram-se como
mediamente informativos. Ortiz et al. (2019) e Costa et al.
(2013) em seus estudos com a espécie também encontraram
valores de PIC acima de 0,5 para os loci GA12, GA140,
GA131, SSRY27, SSRY28 e SSRY126, confirmando a
eficiéncia dos loci testados na detecgdo do polimorfismo
existente dentro da espécie.

Quanto a frequéncia de alelos observados, houve uma
variagdo de 0,0125 (GA131) a 0,6923 (GA21) (Figura 1). O
locus SSRY 126, que amplificou o maior nimero de alelos, teve
as frequéncias distribuidas entre 0,0147 ¢ 0,3235, também foi
0 locus com o maior niimero de alelos raros (8) identificados.
O locus com menor nimero de alelos observado (SSRY21)
apresentou uma frequéncia alélica entre 0,0128 ¢ 0,6923, sendo
que dois alelos raros foram identificados por esse locus.

O dendrograma formado pelo método de agrupamento
hierarquico inferiu na formagdo de cinco agrupamentos
genéticos que foram denominados I, II, III, IV e V (Figura 2).

Tabela 1. Estatistica descritiva por /loci microssatélite (Numero de alelos (Na); Heterozigosidade esperada (He);
Heterozigosidade observada (Ho); Indice de fixacdo (f) e Conteudo de informagao polimérfica (PIC).

Locus Sequéncia (5°- 3”) Na H. H, f PIC
P g
Cwn e ams e
o o ek oo
;s o aw om
C e en am o
L e o o ono
SSRY27 ) %%’Zﬁé&%?:éﬁ%?&cfc 8 0696 0784 -0,113 0,656
SSRY28 ) gg’g%g?%ﬁi&ifg&?;ﬂmm 6 0680 0975 -0423 0,620
SSRY35 ggg%éﬁééggéggc&%%ﬁ’* 6 0,581 1,000 -0,714 0,493
SSRY126 f{;?%ﬁgﬁi/égég%iﬁ;g%ﬁc 12 0,792 0882 -0,100 0,765
Média 6,7 0643 0840 -0295 0,579

F= forward loco; R= reverse loco; pb = Pares de base.
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Figura 1. Representagdo das frequéncias alélicas dos dez loci microssatélites utilizados na analise de quatro variedades locais
de mandioca cultivadas por agricultores familiares no municipio de Apiacas — MT.
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Figura 2. Dendrograma obtido pelo método de agrupamento UPGMA e complemento aritmético do indice de Jaccard como
medida de dissimilaridade entre 40 individuos de M. esculenta com base em 10 loci microssatélite de variedades locais cultivadas
por agricultores familiares no municipio de Apiacas — MT. Ponto de corte = 52,40%. CCC = 0,866. Distorgdo (%) = 4,20.

Estresse (%) = 20,48.
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Os grupos I e Il concentram a maior parte das variedades
locais, sendo que o grupo I alocou individuos das quatro
variedades amostradas. No grupo III estdo as representantes
das trés variedades de Cacau (Cacau branca, Cacau roxa e
Cacau amarela). O grupo V abriga individuos de uma
variedade apenas, a Cacau branca (AP9 e AP10). E os grupos
II e IV sdo formados por apenas uma variedade cada, sendo
elas Cacau branca (AP5) e Cacau roxa (AP20),
respectivamente.

No dendrograma ha existéncia de duplicatas, sendo que
duas dessas duplicagdes (AP14-AP18; AP11-AP19) foram de
individuos da variedade Cacau. Nesse caso, a similaridade
apresentada no dendrograma pode indicar que se tratam de
individuos repetidos na amostra ou individuos aparentados, ou
mesmo advindas do mesmo detentor e distribuida entre os
agricultores da comunidade. Mediante este fato, ressaltamos a
importidncia da disseminacdo das variedades entre os
agricultores, fortalecendo a rede de circulagdo do material
propagativo da mandioca, seja na mesma comunidade, regido
ou estado.

A andlise bayesiana, dividiu os 40 individuos de
mandioca em dois grupos genéticos (K=2) (Figura 3),
vermelho e verde, sendo que o verde mantém a maioria dos
individuos amostrados (55%) e esses correspondem a todas as
quatro variedades locais. Observa-se que os individuos da
variedade Mandioca pao se reuniram apenas no grupo verde,
mostrando, portanto, uma distancia genética maior em relagéo
as outras trés variedades. Isso sugere que a variedade Mandioca
pdo possui caracteristicas genéticas distintas das outras trés
variedades, que estdo mais intimamente relacionadas entre si,
fazendo com que no agrupamento formado pela analise
bayesiana quanto pelo método de agrupamento UPGMA, todos
os individuos da variedade fiquem organizados em apenas um
grupo. Porém, apesar desse isolamento nota-se a ocorréncia de

agrupamentos, o que pode demonstrar serem uma combinagio
de ambos os grupos (vermelho e verde), diferenciando-as das
demais.

Levando em consideragdo a organizagdo dos grupos em
relagdo as variedades locais, a Mandioca pdo se destaca por ndo
ter individuos distribuidos em nenhum outro grupo além do
grupo I (UPGMA) e verde (bayesiana). Isso indica a distancia
genética entre as variedades locais do agrupamento III (Cacau
branca, Cacau roxa e Cacau amarela), que sdo todas exclusivas
do grupo vermelho. Isso pode ser explicado devido a variedade
em questdo ser fenotipicamente diferente das demais.

Na etnobotanica, a nomenclatura das variedades pelos
agricultores pode se basear segundo Tamaia (2021), na
colorag@o do caule, a forma das folhas, o porte da planta e o
padrdo das ramificagdes, além de estarem associadas também
as caracteristicas culinarias ¢ semelhangas com outras espécies,
como ¢ o caso das variedades do presente estudo. A escolha
dos nomes das variedades locais ¢ muito importante para que
o produtor possa diferenciar e ter controle dos recursos
genéticos que mantém em seus cultivos. Segundo Marchetti
(2012) o conhecimento complexo sobre as variedades locais
quando mantido pelos produtores rurais, permite evitar perdas
desses recursos. Dentre os individuos analisados, os que se
mostraram mais divergentes dentre os demais por estarem em
agrupamentos individuais foram: AP9, AP10, AP5 e AP20,
todos esses sdo varia¢des da variedade Cacau. Essa variedade
e suas varia¢des (Cacau roxa, Cacau branca, Cacau amarela)
sdo muito frequentes em estudos de diversidade
(MARCHETTI, 2012; MARCHETTI et al., 2013; OLER;
AMOROZO, 2017) e costumam se destacar dentre as demais
como dominantes (SILVA et al., 2022) e mais dissimilares
(WOLF et al., 2022).

Sendo assim, os dados mostram que ha diversidade
genética dentro de cada variedade, decorrente do processo

poucos ou alguns alelos
compartilhados entre as 1,00
variedades Cacau e¢ Mandioca
Pao pela permanéncia da cor 0.80
vermelha entre o grupo verde e 0.60
vice-versa. ’

A andlise bayesiana e o 0.40
dendrograma estdo em
concordancia, visto que o 0.20
agrupamento III é composto
unicamente por individuos do 0,00 i B am ANE | AR ABIE A

ali APIS8

B0 e e aen b ARS APIT A3 AP APIS APIS APIG AP0
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agrupamento verde. 0.60
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observados, podemos destacar 0,40
AP5 Cacau branca e AP20
Cacau roxa que, além de 0,20

q b

formarem agrupamentos 0.00

individuais no método UPGMA,
também estavam agrupadas no
grupo verde da  andlise
bayesiana. Mas, diferente da
maioria, mostraram compartilhar
informagoes de ambos os
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Figura 3. Agrupamento formado por 40 individuos de M. esculenta de variedades locais
cultivadas por agricultores familiares no municipio de Apiacas — MT segundo bases
moleculares com dez loci microssatélites utilizando a analise bayesiana. K=2.
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natural da mutacdo ou até mesmo resultado da selecdo do
agricultor a partir do cruzamento entre as variedades. Isso
demonstra como os agricultores familiares tém participagdo
essencial da preservagdo da diversidade e¢ dos recursos
genéticos que mantém em seus cultivos, dentre eles, a
mandioca, que ¢ importante para sua subsisténcia.

CONCLUSOES

Ha diversidade genética entre e dentro dos individuos da
mesma variedade, sendo a Mandioca Pdo a mais distante
geneticamente das outras trés variedades (Cacau Branca,
Cacau Roxa, Cacau Amarela).

Os marcadores microssatélites foram eficientes em
detectar a diversidade genética existente entre os individuos de
mandioca, sendo o locus SSRY126 o que apresentou mais
informagao polimorfica.
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