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RESUMO

SILVA, Maiara Cristina Metzdorf. M.Sc. Universidade do Estado de Mato
Grosso, fevereiro de 2022. Caracterizagdo fenotipica e molecular de
mandiocas cultivadas em assentamentos do Norte do Mato Grosso,
Brasil. Orientadora: Dra. Ana Aparecida Bandini Rossi; Coorientadora: Dra.
Auana Vicente Tiago.

A Manihot esculenta Crantz pertence a familia Euphorbiaceae, conhecida
popularmente como mandioca, aipim e macaxeira, seu cultivo é realizado, em
maioria, por agricultores familiares. O presente estudo objetiva realizar o
levantamento e a caracterizacdo fenotipica e molecular das etnovariedades
cultivadas por pequenos agricultores no Norte do Estado de Mato Grosso. A
pesquisa foi realizada em trés assentamentos, Nossa Senhora Aparecida
(NSA), Julio Firmino Domingues (JFD), de Alta Floresta, e Assentamento Sao
Pedro (ASP), em Paranaita. O levantamento e a caracterizacdo fenotipica
foram realizados durante as visitas as rocas dos produtores. Foi calculada a
frequéncia de cultivo e a frequéncia das classes fenotipicas de cada descritor.
Para avaliacdo da diversidade genética, foram coletadas amostras foliares de
cada etnovariedade para extracao do DNA. Um total de 33 propriedades foram
visitadas, sendo levantadas e identificadas 76 etnovariedades e, destas, 21
etnovariedades com diferentes denominagdes. A mandioca “cacau” apresenta
elevada frequéncia, cultivada em 69,7% das propriedades, sendo dominante
nos trés assentamentos. A caracterizagdo morfolégica por meio de 13
descritores qualitativos revela um total de 44 classes fenotipicas, evidenciando
variabilidade genética entre as etnovariedades. Quanto a caracterizacao
molecular, os 15 primers ISSR amplificam 223 fragmentos, revelando 95% de
polimorfismo. Os valores de dissimilaridade genética variam entre 0,091 e
0,618. O agrupamento pelo método UPGMA forma 9 grupos distintos, o grupo
Gl é o mais representativo (44,47%), enquanto os grupos GVII, GVIII e GIX
alocam apenas uma etnovariedade, respectivamente as NSA1l (copinha),
NSA20 (amarela) e JFD25 (cacau). Os indices de diversidade de Nei (*H) e de
Shannon (*I) demostram a existéncia de variabilidade genética dentro dos
assentamentos e a AMOVA indica que a maior diversidade genética esta

presente dentro dos assentamentos (76%). A analise da estrutura populacional

X



por meio do Structure forma dois grupos, segundo o valor de AK, alocando as
etnovariedades em conformidade com as regides de estudo. As
caracterizagOes, fenotipica e molecular, revelam que ha variabilidade genética
entre as etnovariedades. Essa diversidade pode ser utilizada na construgao de

colec@es ativas de germoplasma e em futuros programas de melhoramento.

Palavras-chave: Euphorbiaceae, Manihot esculenta, ISSR, variabilidade

genética, conservacao.
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ABSTRACT

SILVA, Maiara Cristina Metzdorf. M.Sc. Mato Grosso State University, February
2022. Phenotypic and molecular characterization of cassava cultivated in
settlements in the Northern of Mato Grosso, Brazil. Advisor: Dr. Ana
Aparecida Bandini Rossi; Co-advisor: Dr. Auana Vicente Tiago.

Manihot esculenta Crantz belongs to the Euphorbiaceae family, popularly
known as cassava or manioc, and its cultivation is carried out mostly by family
farmers. The present study aimed to carry out a survey and phenotypic and
molecular characterization of the landraces cultivated by small farmers in the
North of the State of Mato Grosso, Brazil. The research was carried out in three
settlements, Nossa Senhora Aparecida (NSA), Julio Firmino Domingues (JFD)
in the municipality of Alta Floresta and the Sdo Pedro settlement (ASP) in the
municipality of Paranaita. The survey and phenotypic characterization were
carried out during visits to the farmers' plantations in the three settlements. The
data collected in the field were tabulated in an Excel spreadsheet, and the
frequency of cultivation and the frequency of the phenotypic classes of each
descriptor were calculated. To evaluate the genetic diversity, leaf samples of
each landrace were collected for DNA extraction. A total of 33 properties were
visited, 76 cassava landraces were surveyed and characterized, identifying 21
landraces with different names. The “cacau” cassava showed high frequency,
cultivated in 69.7% of the properties, being the dominant landrace in the three
settlements. Morphological characterization using 13 qualitative descriptors
revealed a total of 44 phenotypic classes, evidencing genetic variability among
the landraces. For molecular characterization, the 15 ISSR primers amplified
223 fragments, revealing 95% of polymorphism. Genetic dissimilarity values
ranged between 0.091 and 0.618. The groupings by the UPGMA method
formed 9 distinct groups, the group Gl was the most representative (44.47%),
the GVII, GVIII and GIX groups allocated only one landrace each, respectively
the individuals NSA1 (“‘copinha” cassava), NSA20 (“amarela” cassava) and
JFD25 (“cacao” cassava). The Nei (*H) and Shannon (*I) diversity indices
demonstrated the existence of genetic variability within the settlements and
AMOVA indicated that the greatest genetic diversity is present within the

settlements (76%). The analysis of the population structure using Structure

Xii



formed two groups, according to the value of AK, allocating the ethnovarities in
accordance with the study regions. Phenotypic and molecular characterization
revealed that there is genetic variability among individuals of M. esculenta. This
diversity can be used in the construction of active germplasm collections and in

future breeding programs.

Keywords: Euphorbiaceae, Manihot esculenta, ISSR, genetic variability,

conservation.
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1. INTRODUCAO GERAL

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € amplamente cultivada nas
regibes tropicais e subtropicais, afigurando-se uma das espécies mais
importantes da familia Euphorbiaceae (MUHLEN et al., 2000; NINA et al.,
2021). A mandioca pertence ao género Manihot, € de origem da América do
Sul, ndo endémica do Brasil, porém, com ampla distribuicdo no territério
brasileiro, entre as regides do Norte, Nordeste, Centro-oeste e Sudeste
(SECCO et al.,2015).

E uma planta lenhosa, com caule cilindrico, folhas simples, palmada
e lobulada, cujo numero de lobos pode variar entre trés a nove. Sua
inflorescéncia apresenta-se como uma panicula ou aglomerado e as flores tém
cinco sépalas e dez estames, assim, considerada uma planta mondica, ou seja,
com flores macho e fémea unissexuais em uma mesma planta. Os frutos,
guando maduros e secos, abrem rapidamente liberando as sementes, que sao
meios de reproducdo sexuada da planta, contribuindo na melhoria, uma vez
que se podem obter novos genétipos geneticamente superiores (NINA et al.,
2021). A reproducdo vegetativa € a mais utilizada pelos agricultores, a qual
ocorre por meio de propagacao vegetativa, ou seja, pedacos do caule da planta
(maniva), viabilizando a multiplicacdo das mandiocas. Uma das vantagens
dessa forma de reproducdo € que as plantas mantém suas caracteristicas
morfologicas e agrondmicas de origem, assim, os agricultores selecionam as
mandiocas de interesse econdémico e produtivo (SILOTO & FERNANDES,
2016).

A mandioca € consumida na alimentacdo de diversas formas,
cozida, frita ou, ainda, em subprodutos, com base em sua farinha, polvilho e
goma. Também se utiliza em diversas fabrica¢des de alimentos, como mingau,
sequilho, bolo e tapioca (XAVIER et al., 2020). A producdo de mandioca no
Brasil esta na sexta posicdo em produtividade, destacando o estado da Bahia,
que produziu cerca de 1,5 milhdes de toneladas de mandioca em 2018
(GUIMARAES & SCHNEIDER, 2020). No Mato Grosso, a producdo de
mandioca gira em torno de 287 mil toneladas (IBGE, 2019), grande parte dessa
producgé&o oriunda da agricultura familiar, utilizando-se de pouca tecnologia para

0 manejo, restringindo-se aos pequenos plantios.
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A agricultura familiar visa ao autoconsumo, garantido a alimentacao
da familia, além de movimentar o mercado local com a comercializacdo dos
produtos cultivados em suas rocas (SOARES et al., 2018), além disso, grande
parte dos agricultores familiares residem em assentamentos. O INCRA
(Instituto Nacional de Colonizacédo e Reforma Agraria) define os assentamentos
como conjuntos de unidades agricolas, com objetivo de fornecer moradia e
producdo alimentar, garantido a seguranca alimentar das familias da zona
rural. Nesse aspecto, os agricultores se comprometem a morar e explorar a
terra para seu sustento, usando exclusivamente a mao de obra familiar.
Segundo o INCRA, os assentamentos da reforma agraria sdo destinados as
familias sem condi¢ces econdmicas para adquirir e manter o imével rural, no
entanto, recebem apoio de crédito, assisténcia técnica e outros beneficios,
contribuindo para o estabelecimento e desenvolvimento das familias
assentadas (FIGUEREDO, 2019).

O cultivo de mandioca, por ser mais acessivel, devido ao baixo
custo, facil desenvolvimento, resisténcia a solos pobres, pragas e doencas,
destaca-se entre os realizados pelos agricultores familiares por demandar
apenas cuidados esporadicos e a colheita ser viavel entre 6 a 24 meses,
dependendo da variedade utilizada (CARVALHO et al., 2007; SILVEIRA, 2019).
Ademais, ao longo do tempo, os agricultores se tornaram mantenedores e
conservadores de uma ampla diversidade de variedades de mandioca
(MUHLEN et al., 2000). Nesse sentido, estima-se que haja cerca de 7.000
variedades distribuidas no mundo (EMPERAIRE et al., 1998).

Dessa forma, a conservacdao on farm vem recebendo grande
atencdo em relacdo a conservacdo dos recursos genéticos, especialmente as
etnovariedades, definidas como planta geograficamente distinta, resultado de
selecéo local realizada pelos agricultores (SILVA et al., 2001). Essa diversidade
apresenta grande importancia para a seguranca alimentar, sendo uma
estratégia complementar a conservacao in situ, permitindo que as espécies
continuem seu processo evolutivo, ampliando a variabilidade genética em um
processo natural (NAIME, 2016; SANTONIERI & BUSTAMANTE, 2016).

Em razdo do avanco da agricultura em grande escala, estudos de

diversidade genética de espécies domesticadas, como a mandioca, tém-se
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intensificado, buscando-se conhecer e analisar as caracteristicas fenotipicas,
bem como a caracterizacdo molecular, visando a identificar e a registrar a
diversidade genética nas rocas dos agricultores, contribuindo para estratégias
de conservacdo e programas de melhoramento. Nesse aspecto, estudos
realizados com a caracterizacdo fenotipica e molecular apresentam bons
resultados na identificacdo da diversidade genética da espécie mandioca,
demostrando excelentes resultados (SILVA et al., 2011; LORENZONI et al.,
2014; TIAGO et al.,, 2016; GOMES et al.,, 2016; AFONSO et al.,, 2019;
HOOGERHEIDE et al., 2019).

O objetivo deste estudo consiste em realizar levantamento das
etnovariedades de mandioca, em trés assentamentos no norte do Estado de
Mato Grosso, e caracterizd-las por marcadores moleculares e descritores
fenotipicos qualitativos. O estudo esta organizado em dois capitulos. O capitulo
1 refere-se ao levantamento e caracterizacdo fenotipica das etnovariedades
enquanto o capitulo 2 descreve a diversidade genética das etnovariedades

encontradas nos assentamentos através de marcadores moleculares ISSR.
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3. CAPITULOS

3. 1 LEVANTAMENTO E CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE
ETNOVARIEDADES DE MANDIOCA CULTIVADAS EM ASSENTAMENTOS
RURAIS NO ESTADO DE MATO GROSSO



Resumo — (Levantamento e caracterizacdo fenotipica de etnovariedades
de mandioca cultivadas em assentamentos rurais no Estado de Mato
Grosso).

A mandioca apresenta ampla diversidade genética, a qual é cultivada, em
grande parte, por agricultores familiares. O presente estudo objetiva realizar um
levantamento e caracterizar fenotipicamente as etnovariedades cultivadas por
agricultores familiares em assentamentos rurais no Estado de Mato Grosso. O
estudo foi conduzido em trés assentamentos, Nossa Senhora Aparecida (NSA)
e Julio Firmino Domingos (JFD), no municipio de Alta Floresta, e assentamento
Sado Pedro (ASP), em Paranaita. As etnovariedades cultivadas nas
propriedades foram caracterizadas, utilizando 13 descritores qualitativos. Foi
calculada a frequéncia de cultivo das etnovariedades e a frequéncia das
classes fenotipicas de cada descritor. Para caracterizacdo da diversidade
fenotipica, as varidveis qualitativas foram analisadas como multicategoricas,
com multiplas classes e agrupadas pelo método UPGMA, através do programa
Genes. Foram visitadas 33 propriedades, nas quais se identificaram 76
etnovariedades cultivadas nos trés assentamentos. Dessas, a etnovariedade
“cacau” foi a mais frequente, registrada em 69,7% das propriedades, portanto,
consiste na etnovariedade dominante. A caracterizacdo fenotipica apresentou
um total de 44 classes, evidenciando variabilidade fenotipica entre as
etnovariedades avaliadas. O agrupamento UPGMA formou nove grupos, sendo
o0 grupo Gl o mais representativo (72,37%). Os grupos GVIII e GIX foram
compostos por uma etnovariedade cada, ASP59 (roxa de fritar) e JFD40
(amarela), respectivamente. Foram identificadas 21 etnovariedades com
diferentes denominacdes, das quais 15 sdo consideradas raras, por apenas
aparecerem citadas um ou duas vezes pelos agricultores. O UPGMA realizado
por meio da andlise de caracterizacdo fenotipica evidenciou uma ampla
diversidade de etnovariedades nas propriedades dos agricultores, tidas como

unidades mantenedoras e locais de conservagao.

Palavras-chave: Manihot esculenta, Descritores morfolégico, Variabilidade

fenotipica.



Abstract - (Survey and phenotypic characterization of cassava landraces
cultivated in rural settlements in the State of Mato Grosso, Brazil).

Cassava has a wide genetic diversity, being largely cultivated by family
farmers. The present study aimed to characterize by phenotype the landraces
cultivated by family farmers in rural settlements in the State of Mato Grosso,
Brazil. The study was carried out in three settlements, Nossa Senhora
Aparecida (NSA) and Julio Firmino Domingos (JFD) in the municipality of Alta
Floresta and the S&o Pedro (ASP) settlement in Paranaita. The landraces
cultivated on the properties were surveyed and characterized, using 13
qualitative descriptors. The frequency of cultivation of landraces and the
frequency of the phenotypic classes of each descriptor was calculated. To
characterize the phenotypic diversity, the qualitative variables were analyzed as
multicategorical multiple classes and grouped by the UPGMA method, using the
Genes program. We visited 33 properties, and 76 landraces of cassava
cultivated in the three settlements were identified. The “cacau” landrace was the
most frequent, present in 69.7% of the properties, therefore it is the dominant
landrace. The characterization presented a total of 44 phenotypic classes,
evidencing phenotypic variability among the evaluated landraces. The UPGMA
group formed nine groups, the Gl group was the most representative (72.37%).
The GVIII and GIX groups were composed of one landrace each, ASP59 (“roxa
de fritar”) and JFD40 (“amarela”) respectively. Twenty-one landraces were
identified, 15 of which were considered rare. The UPGMA carried out through
the analysis of phenotypic characterization showed a wide diversity of landraces
in the properties of the farmers, considered as maintaining units and

conservation areas.

Keywords: Manihot esculenta, Morphological descriptors, Phenotypic

variability.



Introducéo

A espécie Manihot esculenta Crantz, conhecida popularmente como
mandioca, aipim e macaxeira, recebe diferentes denominagdes conforme a
regido de cultivo (SOUSA et al., 2021), presente na mesa dos brasileiros de
forma abundante, em diversas receitas (NINA et al., 2021). E uma espécie que
apresenta grande importancia para o Brasil, cultivada principalmente por
pequenos agricultores familiares (OLIVEIRA CAMPOS et al., 2021), devido ao
seu facil desenvolvimento e baixo custo. E utilizada na alimentac&o da familia e
de animais, além disso, seu excedente comumente € vendido para
complementar a renda familiar (CARNEIRO, 2017).

As mandiocas cultivadas pelos agricultores familiares sao
caracterizadas por se desenvolverem em solos que ndo suportariam outros
cultivos de maior valor, ja a resisténcia as pragas e as doencas garante ampla
diversidade de etnovariedades, caracteristicas favoraveis para conservacao
(FARALDO et al., 2000; PEQUENO et al., 2007).

O Ministério do Meio Ambiente (MMA) destaca a importancia da
conservagao in situ, ex situ e on farm, garantido maior seguranca no
desenvolvimento sustentavel e manutencdo da diversidade genética. Na
conservagao in situ, as plantas sdo conservadas em suas comunidades
naturais. Por sua vez, a conservacdo ex situ envolve a manutencao fora do
habitat, permite que se relnam recursos genéticos de varias procedéncias,
assegurando a disponibilidade continua, assim preservando espécies que
ocorrem em habitat ameacado. Ja a conservacdo on farm possibilita a
continuacdo do processo evolutivo da espécie, sendo uma forma de
conservacao genética da agrobiodiversidade, referindo-se a diversidade de
cultivos em diferentes estados de domesticacdo. A conservacdo on farm
envolve, em especial, espécies crioulas e domesticadas, cultivadas por
pequenos agricultores, aléem de comunidades tradicionais e indigenas (OLER &
AMOROZO, 2017).

As rogas caracterizam-se como importantes unidades para
manutencdo e conservacdo do tipo on farm (SALOMAO, 2010). Estudos
mostram que as rocas sdo unidades basicas evolutivas locais (CARRASCO,
2012; TIAGO et al., 2016; ZAGO et al., 2017; OLER, 2017; PEDRI et al., 2019),
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onde atuam o0s processos de geracdo, amplificacdo e manutencdo da
diversidade de etnovariedades de mandioca (FARALDO et al., 2000).

Para identificar a diversidade de mandioca, empregam-se inUmeras
metodologias de avaliacdo, dentre as quais destaca-se a caracterizacdo
fenotipica (FUKUDA & GUEVARA, 1998), utilizada na identificacdo e
diferenciacdo de etnovariedades de mandioca, descrevendo as caracteristicas
observadas de um individuo. Estudos realizados com a caracterizacdo
fenotipica apresentaram bons resultados, contribuindo principalmente para o
conhecimento e o registro da diversidade de etnovariedades nas rocgas, bem
como auxiliando na elaboracdo de estratégias e programas de conservacao
(MEZETTE et al.,, 2013; TIAGO et al.,, 2016; GUIMARAES et al. 2020;
MONTEIRO-ALTAMIRANO et al., 2021).

O objetivo desse estudo foi realizar levantamento da diversidade de
etnovariedades cultivadas por agricultores de assentamentos rurais nos
municipios de Alta Floresta e Paranaita, Mato Grosso, Brasil, e,

posteriormente, caracteriza-las via descritores fenotipicos qualitativos.
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Material e Métodos
Area de estudo

O estudo foi realizado no norte do Estado de Mato Grosso, nos
municipios de Alta Floresta e Paranaita, em trés assentamentos rurais (Figura
1), localizados as margens da BR-208, com distancia de cerca de 789 km e
837 km da capital Cuiabda, cuja estimativa de habitantes nos dois municipios é
de 52.105 e de 11.291, respectivamente (IBGE 2021). Cerca de 87% da
populacao de Alta Floresta concentra-se na zona urbana e 13%, na zona rural.
Em Paranaita, 53% vivem na zona urbana e 47%, na zona rural (IBGE, 2010).

No municipio de Alta Floresta, localizam-se 0s assentamentos
Nossa Senhora Aparecida (NSA) e Julio Firmino Domingues (JFD) (Figura 1),
abertos nos anos de 2005 e 2001, os quais possuem 33 e 176 familias
assentadas, respectivamente, com areas de 50 e 250 hectares. O
assentamento Sao Pedro (ASP) pertence ao municipio de Paranaita (Figura 1),
aberto em 1997, cuja area € de 35 mil hectares, com 770 familias assentadas
(ICV, 2015).
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Figura 1 - Localizagdo geografica da area de estudo. (A) América do Sul, Brasil
e Mato Grosso; (B) destaque do estado de Mato Grosso e dos municipios em
estudo; (C) destaque dos assentamentos, Nossa Senhora Aparecida (NSA),
Julio Firmino Domingues (JFD), no municipio de Alta Floresta, e Assentamento

Sao Pedro (ASP), no municipio de Paranaita.
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Coleta de dados
Entre os meses de novembro de 2020 a janeiro de 2021, realizaram-

se expedi¢cdes a campo nos trés assentamentos na regido de Alta Floresta e
Paranaita, para conhecer e identificar as propriedades rurais que mantinham o
cultivo de mandioca; ap0s essa identificacdo, selecionou-se um total de 33
propriedades, 10 no assentamento NSA, 8 no JFD de Alta Floresta e 15 no
ASP de Paranaita, como demonstrado nas figuras 2 e 3.
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Figura 2 - Localizacdo geografica das 18 propriedades visitadas nos
assentamentos NSA e JFD. (A) Brasil, Mato Grosso; (B) Municipio de Alta
Floresta; (C) Assentamentos Nossa Senhora Aparecida (NSA) e Julio Firmino

Domingues (JFD).
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Figura 3 - Localizacdo geogréfica das 15 propriedades visitadas no ASP. (A)
Brasil, Mato Grosso; (B) Municipio de Paranaita; (C) Assentamento Sao Pedro
(ASP).
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Em cada propriedade visitada, realizou-se o levantamento das
diferentes etnovariedades cultivadas e identificadas conforme o conhecimento
do agricultor. Em seguida, fez-se a caracterizacdo fenotipica, através de 13
descritores  morfolégicos qualitativos  discriminados na Tabela 1,
fundamentados a partir do trabalho desenvolvido por Fukuda & Guevara
(1998). Ainda em campo, efetuaram-se registros fotograficos das

etnovariedades avaliadas.

Tabela 1. Descritores morfologicos utilizados para caracterizar as
etnovariedades de mandioca cultivadas nos trés assentamentos no norte de

Mato Grosso, fundamentados em Fukuda & Guevara (1998).

Descritores Codigo Classes Fenotipicas

Forma do l6bulo central FLC (1) ovdide; (2) eliptica-lanceolada; (3)
obovada-lanceolada; (4) oblongo-
lanceolada; (5) lanceolada; (6) reta ou
linear; (7) pendurada; (8) linear-
piramidal; (9) linear-pandurada; (10)
linear-hostatilobada

Cor da nervura CN (1) verde; (2) verde avermelhado em
menos de metade; (3) verde
avermelhado em mais da metade; (4)
tudo vermelho

Cor externa do caule CEC (1) laranja; (2) verde amarelado; (3)
dourado; (4) marrom claro; (5)
prateado; (6) cinza; (7) marrom escuro

Posicdo das raizes PR (1) tendéncia vertical; (2) tendéncia
horizontal; (3) irregular
Forma da raiz FR (1) cbnica; (2) cbnica-cilindrica; (3)

cilindrica; (4) irregular
Presenca de pedunculo nas PPR  (0) séssil; (1) pedunculada; (2) misto

raizes (ambos)

Constricdes da raiz CR (1) poucas ou nenhuma; (2) médias; (3)
muitas

Textura da epiderme daraiz TER  (3) lisa; (7) rugosa

Cor externa da raiz CER (1) branca ou creme; (2) amarela; (3)
marrom claro; (4) marrom escura

Destaque da pelicula da DPR (1) facil; (2) mediano; (3) dificil

raiz

Cor do cortex da raiz CCR (1) branco ou creme; (2) amarelo; (3)

rosado; (4) roxo

Destaque do cortex da raiz DCR (1) facil; (2) mediano; (3) dificil

Cor da polpa da raiz CPR (1) branca; (2) creme; (3) amarela; (4)
rosada
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As analises se realizaram em plantas com mais de seis meses de

plantio, conforme recomendado por Fukuda & Guevara (1998).

Analise dos dados
Os dados foram tabulados em planilhas eletronicas do Excel 2016 e
calculada a frequéncia de cultivo e frequéncia relativa das classes fenotipicas

de cada descritor, pela seguinte férmula:

Frequéncia absoluta _

Total da amostra 100

Frequéncia relativa=

Para caracterizar a diversidade fenotipica das etnovariedades,
analisaram-se as 13 variaveis qualitativas como multicategéricas e multiplas

classes, cuja matriz de dissimilaridade se calculou por meio do indice:

Sij = _C
C+D

em que:

C: total de concordancia de categorias para todas as variaveis consideradas

D: total de discordancia de categorias para todas as variaveis consideradas
Com base na matriz de dissimilaridade, construiu-se um

dendrograma, pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Usingan

Arithmetic Average). A validacdo do agrupamento foi determinada pelo

coeficiente de correlacdo cofenética (CCC) de acordo com Sokal & Rohlf

(1962) e o ponto de corte, baseado em Mojena (1977). Ja as analises foram

realizadas por meio do software Genes (CRUZ, 2016).
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Resultados e Discussao

Diversidade de mandiocas nos assentamentos rurais

Nas visitas as 33 propriedades nos trés assentamentos, citou-se um
total de 76 etnovariedades, destas, 21 eram diferentes, mediante as
denominacdes dadas pelos agricultores, enquanto as demais (54) se tratavam
das mesmas etnovariedades por possuirem nomes iguais. Dentre as
etnovariedades listadas, trés foram comuns aos trés assentamentos, a
“mandioca cacau”, com 30,3% de cita¢gdes; a “mandioca amarela”, com 11,8%,
e a “mandioca pao”, com 4% (Tabela 2). Podemos inferir, portanto, que essas
trés etnovariedades de mandiocas sdo as preferidas na regido pesquisada,
com destaque para a “mandioca cacau”.

Cada agricultor cultiva de uma a seis etnovariedades, observando
uma média geral de 2,3 etnovariedades por propriedade. Quando analisamos a
média de etnovariedades por propriedade em cada um dos assentamentos,
observamos os valores de 2,1 (NSA), 2,6 (JFD) e 2,26 (ASP). Quanto a média
geral de etnovariedades, mantidas pelos agricultores, analisou-se levando em
consideracao apenas as que apresentaram diferentes denominagdes (21) nas
33 propriedades e se obteve um valor de 0,64. Comparando esses resultados
com outros autores, como Oler et al., (2019) e Tiago et al., (2016), nos quais se
apresentam meédias de 2,3 e 1,23, respectivamente, percebe-se que a
diversidade de etnovariedades com diferentes denominacdes mantidas pelos
agricultores nos trés assentamentos é relativamente baixa (0,66).

Nos trés assentamentos, encontraram-se etnovariedades de
mandiocas “ndo nomeadas” (Tabela 2). Nesse sentido, € importante destacar
gue se entende por etnovariedades “ndo nomeadas” as que foram apontadas
como diferentes, porém, ndo nomeadas pelos agricultores. Também foram
registradas diferentes variedades de cacau com nomeac¢des como cacau V1,
cacau V2 e cacau V3, (tabela 2), no caso, os agricultores ndo souberam
denominar, relatando que eram variedades de cacau diferentes, por meio das

caracteristicas morfoldgicas, cujos registros ocorreram em duas propriedades.
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Tabela 2. Etnovariedades de mandioca citadas pelos agricultores nos trés

assentamentos rurais pesquisados no norte do estado de Mato Grosso.

Assentamento — Nossa Senhora Aparecida (NSA)

Cad. Etnovariedade Caod. Etnovariedade Caod. Etnovariedade
NSAl Copinha NSAS8 Cacau NSA15 Amarela
maranhense
NSA2 Cacau NSA9 Cacau NSA16 Cacau
NSA3 Aprontaamesa NSA10 Mandiocapao NSA1l7 Cacau
NSA4 Amarela NSA1l1l Vassourinha NSA18 Amarela
NSA5 Cacau NSA12 Cacau NSA19 Nao nomeadal
cuiabana
NSA6 Cacau cuiabana NSA13 Cacau NSA20 Amarela
NSA7 Cacau cuiabana NSA14 Cacau NSA21 Cacau
Assentamento — Jalio Firmino Domingues (JFD)
JFD22 Branca JFD29 Amarela JFD36  Mandioca péao
JFD23 Amarela JFD30 Cacau JFD37 Nao nomeada3
JFD24 Nao nomeada?2 JFD31 Branca JFD38 Cacau
JFD25 Cacau JFD32 Cacau JFD39 Cacau
vermelho
JFD26 Mandiocaroxa JFD33 Cacauamarela JFD40 Amarela
JFD27 Amarela JFD34 Mandioca preta JFD41 Cacau branca
JFD28 Mandioca de JFD35 Cacau JFD42 Nao nomeada4
fritar
Assentamento — Sdo Pedro (ASP)
ASP43 Cacau ASP55 Manteiga ASP67 Cacau roxa
ASP44 N&ao nomeada5 ASP56 Cacau ASP68  Vassourinha
ASP45 Cacau ASP57 Branca ASP69 Branca
ASP46 Branca ASP58 Cacau ASP70 Cacau
ASP47 Cacau branca ASP59 Roxade fritar ASP71 Branca
ASP48 Cacau amarela ASP60 Cacau ASP72 Cacau V1
ASP49 Amarela ASP61 Cacau ASP73 Cacau V2
ASP50 Cacau ASP62 Branca ASP74 Cacau V3
ASP51 Branca ASP63 Branca ASP75 Cacau V1
ASP52 Cacau ASP64 Cacau ASP76 Cacau V2
ASP53 Branca ASP65 Branca
ASP54 Mandiocapdo ASP66 Mandioca roxa

Céd. = Cadigo da etnovariedade.

21 etnovariedades,

No assentamento Nossa Senhora Aparecida (NSA), identificaram-se

oito com diferentes denominagbes (Figura 4). A

etnovariedade conhecida popularmente como “cacau” foi encontrada com

maior frequéncia, aparecendo em oito das dez propriedades (80%), dominante

no assentamento NSA. As etnovariedades “amarela” e “cacau cuiabana”

apareceram na sequéncia,

17

registradas em quatro (40%) e trés (30%)



propriedades, respectivamente, consideradas intermediarias. As demais, por

serem citadas apenas uma vez, foram consideradas raras (Figura 4).
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Figura 4 - Numero de propriedades em que cada etnovariedade de mandioca
foi encontrada nos assentamentos, Nossa Senhora Aparecida (NSA) e Julio
Firmino Domingues (JFD), Alta Floresta.

No assentamento Julio Firmino Domingues (JFD), identificaram-se
21 etnovariedades, com dez diferentes denominacdes. A etnovariedade
“cacau” apresentou maior frequéncia, cultivada em 62,5% das propriedades,
semelhantemente ao assentamento NSA, portanto, considerada dominante no
assentamento JFD (Figura 4). Em seguida, a mandioca “amarela” foi citada
quatro vezes, ou seja, encontrada em 50% das propriedades, considerada
intermediaria. As etnovariedades que aparecem exclusivamente em uma
propriedade ou citadas duas vezes foram caracterizadas como raras (Figura 4).

No assentamento S&do Pedro (ASP), foram identificadas 34
etnovariedades, dentre as quais 14 possuem diferentes denominagdes. A
mandioca “cacau” apresentou maior frequéncia, registrada em 10 das 15
propriedades visitadas, ou seja, 66,7% dos produtores pesquisados cultivam-
na. A mandioca “branca” também foi encontrada em alta frequéncia, cultivada
em 60% das propriedades. As duas etnovariedades de mandioca denominadas
como “cacau e branca” foram consideradas dominantes no assentamento ASP
(Figura 5).

Os resultados indicam uma preferéncia de etnovariedades para
cultivo, pelos agricultores. Nos assentamentos de Alta Floresta, as duas

etnovariedades cultivadas com maior frequéncia foram a “mandioca cacau” e a
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“‘mandioca amarela”; jA em Paranaita, no ASP, foram a “mandioca cacau” e a

“mandioca branca”.

10

N° de propriedades

o N B D

Etnovariedades

Figura 5 - Numero de propriedades em que cada etnovariedade de mandioca

foi encontrada no assentamento S&o Pedro (ASP), Paranaita.

Quando as analises foram realizadas sem levar em consideragao 0s

assentamentos, observa-se que a etnovariedade popularmente conhecida

como “cacau” é cultivada em 69,7% das propriedades, reforcando novamente a

sua alta frequéncia de cultivo, sendo a etnovariedade dominante entre as 21

com diferentes denominagdes (Figura 6).

80.0
70.0
60.0
50.0
40.0
30.0
20.0
10.0

0.0

Percentual de propriedades

Etnovariedades

Figura 6 - Percentual de propriedades em que cada etnovariedade de

mandioca foi encontrada durante as visitas aos assentamentos Nossa Senhora
Aparecida (NSA), Judlio Firmino Domingues (JFD) e S&o Pedro (ASP),

municipios de Alta Floresta e Paranaita - MT.
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A preferéncia pelo cultivo da etnovariedade “cacau” pelos
agricultores dos trés assentamentos avaliados neste estudo também foi
observada por Oler (2012) ao realizar um levantamento de etnovariedades
cultivadas em comunidades e assentamentos em Porto Estrela — MT. O autor
relata que essa etnovariedades foi encontrada em 50% das propriedades e
sugere que o seu cultivo deve-se, principalmente, a aceitacdo no mercado
consumidor e a produtividade; semelhantemente, o0s agricultores dos
assentamentos NSA, JFD e ASP relataram que dao preferéncia ao cultivo da
etnovariedade “cacau” em suas propriedades (69,7%) devido ao
desenvolvimento rapido, quando comparada as demais etnovariedades, com
ponto de colheita ja aos seis meses e bom cozimento mesmo ap6s um ano do
plantio.

Os assentamentos com maior e menor numero de etnovariedades
foram, respectivamente, S&o Pedro (ASP) e Nossa Senhora Aparecida (NSA),
com 14 e 8 etnovariedades com diferentes denominacdes. A quantidade de
etnovariedades presente em cada assentamento pode estar relacionada ao
namero de agricultores e ao tamanho dos assentamentos, pois o0 ASP contém
770 familias com territério de 35.000 mil hectares enquanto o assentamento
NSA, 33 familias e territorio de 50 hectares (ICV, 2015). Oler (2017) também
identificou maior diversidade de etnovariedades de mandioca em
assentamentos com maior numero de agricultores.

Estudos realizados por Marchetti, (2018); Pedri et al. (2021) e Inozile
(2021) mostram a relacdo dos agricultores com a diversidade de
etnovariedades de mandioca, destacando a importancia dos agricultores,
apontados como mantenedores da agrobiodiversidade. A sua forma de manejo,
experiéncia e conhecimento contribuem para conservacdo on farm,
colaborando para manutencdo dos processos evolutivos e da diversidade
nessas unidades (MARCHETTI, 2018).

20



Caracterizacao fenotipica

O resultado da caracterizacdo das 76 etnovariedades nos trés
assentamentos revelou um total de 44 classes fenotipicas para os treze
descritores, evidenciando, portanto, a variabilidade fenotipica entre as
etnovariedades (Figura 7). No assentamento ASP, observou-se um total de 40
das 44 classes fenotipicas, ou seja, foi 0o assentamento que teve maior
variagdo das classes para os descritores. Os assentamentos NSA e JFD
apresentaram 38 das 44 classes cada. Na Figura 8, estdo representadas
algumas caracteristicas observadas entre as 76 etnovariedades avaliadas.

Por meio dos descritores morfolégicos qualitativos, foi possivel
caracterizar e diferenciar as etnovariedades cultivadas pelos agricultores nos
assentamentos NSA, JFD e ASP. Assim como Barros et al. (2020) e Pedri et al.
(2021), que também utilizaram descritores qualitativos e puderam caracterizar e
identificar a diversidade fenotipica entre etnovariedades cultivadas no estado
de Mato Grosso, 0 presente estudo teve éxito na identificacdo da variabilidade
fenotipica de etnovariedades cultivadas em assentamentos no norte do MT.
Juntos, esses trabalhos também evidenciam a regido central do Brasil como

centro de diversidade de etnovariedades de mandioca (ZAGO et al., 2017).
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Figura 7 - Frequéncia relativa (%) das classes fenotipicas. FLC = Forma do
I6bulo central; CN = Cor da nervura; CEC = Cor externa do caule; PR =
Posicdo das raizes; FR = Forma da raiz; PPR = Presenca de pedunculo nas
raizes; CR = Constricdes da raiz; TER = Textura da epiderme da raiz; CER =
Cor externa da raiz; DPR = Destaque da pelicula da raiz; CCR = Cor do cortex

da raiz; DCR = Destaque do cortex da raiz e CPR = Cor da polpa da raiz.
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Figura 8 - Caracteristicas fenotipicas observadas nas 76 etnovariedades de
mandioca. FLC = Forma do l6bulo central: A) OD = ovéide, B) EL = eliptica-
lanceolada e CN-v = nervura da folha verde, C) CN-vvmm = cor da nervura da
folha verde avermelhado em menos de metade, D) LD = lanceolada, E) RL =
reta ou linear; F) LP = linear-pandurada. CER = Cor externa da raiz: G) AM =
amarela, H) MC = marrom-claro, 1) ME = marrom escuro. CCR = Cor do cortex
da raiz: J) BC = branca ou creme, k) AM = amarelo, L) RS = rosado, M) RX =
roxo. CPR = Cor da polpa da raiz: N) BC = branca, O) CM = creme, P) AM =
amarela. CEC = Cor externa do caule: Q) LR = Laranja, R) VM = verde-
amarelada, S) DR = dourada, T) MC = marrom-clara, U) PT = prateada, V) CZ

= cinza.

Os pares de etnovariedades de mandioca com maior e menor
similaridade estdo representados na Tabela 3. Os valores das distancias
genéticas variam de 0,000 para as etnovariedades JFD26 (mandioca roxa) e

JFD42 (ndo nomeada 4) a 0,920 para os pares NSA10 (pao) - ASP52 (cacau),
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e NSA11 (vassourinha) - ASP59 (roxa de fritar). As duas etnovariedades mais
similares (JFD26 — “mandioca roxa” e JFD42 — “ndo nomeada 4”) encontram-se
no mesmo assentamento e pode-se inferir que a JFD42 “ndo nomeada” pelos

agricultores seja a mandioca roxa.

Tabela 3. Separacédo dos pares de etnovariedades de mandioca com maior e

menor similaridade e valores das distancias genéticas (D.G) encontradas.

Similaridade Etnovariedades D.G

JFD26 — JFD42 0,000

NSA1l — ASP46; NSA1 — ASP56; NSA2 — JFD30; 0,080
NSA3 — NSA7; NSA3 — JFD42; NSA9 — ASP70;

NSA13 - JFD25; NSAl7 - JFD38; JFD30 -

JFD32; JFD37 — ASP62; JFD39 — ASP49; ASP44

— ASP48; ASP54 — ASP55; ASP54 — ASP57

Maior

NSA3 — NSA10; NSA5 - ASP71; NSA10 - 0,850
Menor ASP71; NSA1l - NSA1l5; NSAl1ll - NSAI1G;

NSA1ll - JFD24; NSAl1ll - JFD33; NSAll -

ASP61; NSAl12 - ASP71; NSA15 - JFD23;

NSA21 — ASP73; JFD23 — ASPS59; JFD23 —

ASP71; JFD28 — JFD40

NSA10 — ASP52; NSA1l1 — ASP59 0,920

A caracterizacdo fenotipica permitiu inferir as denominacdes de
algumas etnovariedades “ndo nomeadas” pelos agricultores, além da JFD42,
pela similaridade genética apresentada (0,08), sendo as etnovariedades “nao
nomeadas” JFD37, JFD42 e ASP44 como mandioca branca, apronta a mesa e
cacau amarela, respectivamente.

O agrupamento das 76 etnovariedades baseado nos descritores
qualitativos avaliados estd representada no dendrograma da figura 9. E
possivel identificar a formacdo de nove grupos, sendo o grupo Gl o mais
representativo  (72,37%), compreendendo etnovariedades dos trés

assentamentos.
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Método de agrupamento : Ligacdo Média Entre Grupo(UPGMA)
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Figura 9 - Dendrograma obtido pelo método UPGMA com 76 individuos de
mandioca com base em 13 descritores qualitativos. Coeficiente de correlacdo
cofenética (CCC) = 0,68; ponto de corte 74,14%.

Os grupos GVIIl e GIX alocaram apenas uma etnovariedade cada,
ASP59 (roxa de fritar) e JFD40 (amarela), portanto, as mais divergentes.
A etnovariedade JFD40 do GIX, identificada como “amarela”, destacou-se por
apresentar caracteristicas como: forma do I6bulo lanceolada, cor da raiz
marrom clara, cor do cortex roxa, cor da polpa creme e cor do caule laranja
(Figura 10). A etnovariedade ASP59 do GVIIl, denominada “roxa de fritar”,
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apresentou forma do l6bulo reta ou linear, cor da raiz marrom escura, cor do
cortex amarela, cor da polpa creme e cor do caule marrom escura, essas
combinacdes de caracteristicas foram somente encontradas para essas

etnovariedades, diferenciando-as das demais (Figura 10).
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Figura 10 - Caracteristicas fenotipicas apresentadas pelas etnovariedades
JFD40 (amarela) e ASP59 (roxa de fritar). Cor externa da raiz (CER); Cor
cortex da raiz (CCR); Cor da polpa da raiz (CPR); Forma do l6bulo central
(FLC); Cor da nervura (CN); Cor externa do caule (CEC).

As etnovariedades JFD26 (mandioca roxa) e JFD42 (ndo nomeada),
que apresentaram 100% de similaridade genética, compartiiham as mesmas
caracteristicas fenotipicas conforme demostrado na figura 11, ressaltando a
importancia da metodologia de caracterizacdo fenotipica, pois possibilita a
identificacdo e diferenciacdo de etnovariedade “ndo nomeada” pelos
agricultores, conforme ja ressaltado por Pedri et al., 2020.
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Figura 11 - Caracteristicas fenotipicas apresentadas pelas etnovariedades
JFD26 (mandioca roxa) e JFD42 (nao identificada). Cor externa da raiz (CER);
Cor cértex da raiz (CCR); Cor da polpa da raiz (CPR); Forma do I6bulo central
(FLC); Cor da nervura (CN); Cor externa do caule (CEC).

Em estudo sobre a diversidade fenotipica de 71 etnovariedades de
mandioca, Pedri et al. (2021) observaram a formacédo de 10 grupos distintos
por meio do método UPGMA, identificando ampla variabilidade fenotipica para
0S materiais avaliados. Resultados semelhantes foram observados nesse
estudo, em que a formacédo dos 9 grupos evidenciou a diversidade fenotipica
das 76 etnovariedades.

Perante a diversidade detectada entre as etnovariedades nos
assentamentos rurais pesquisados, destaca-se 0 importante papel dos
agricultores na manutencéo e conservacado dos recursos genéticos. De acordo
com Carrasco (2012) e Pedri et al. (2021), a troca de manivas é um dos fatores
gue contribuem para o0 aumento da variabilidade fenotipica das etnovariedades

de mandioca.
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Conclusdes

As rocas dos agricultores dos assentamentos NSA e JFD, do
municipio de Alta Floresta, e do ASP, de Paranaita, possuem diversidade de
etnovariedades de mandioca, garantindo a conservagdo on farm desses
recursos. As etnovariedades “cacau”, ‘branca” e ‘amarela” sdo as mais
cultivadas pelos agricultores dos trés assentamentos, consistindo, portanto, nas
preferidas para o cultivo na regido de estudo. A caracterizacdo fenotipica é
uma ferramenta util para andlise da diversidade fenotipica, para auxiliar na
nomeacao de etnovariedades de mandioca e revelar as etnovariedades mais

divergentes.
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3. CAPITULOS

3.2. DIVERSIDADE GENETICA EM CULTIVOS DE MANDIOCA NOS
ASSENTAMENTOS RURAIS DO NORTE DE MATO GROSSO
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Resumo - (Diversidade genética em cultivos de mandioca nos
assentamentos rurais do Norte de Mato Grosso).

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é, principalmente, cultivada por
agricultores familiares, cujas rocas apresentam ampla diversidade genética de
etnovariedades de mandioca. Setenta e seis individuos de M. esculenta,
cultivados por agricultores familiares em assentamentos rurais localizados nos
municipios de Alta Floresta e Paranaita, MT, foram submetidos a analise
molecular usando 15 primers ISSR, objetivando avaliar e caracterizar a
diversidade genética. Os primers amplificaram 223 fragmentos, revelando 95%
de polimorfismo. Os valores de dissimilaridade genética variaram entre 0,091 e
0,618. O dendrograma gerado usando a andlise de agrupamento UPGMA
separou as 76 etnovariedades em 9 grupos principais. O Gl foi 0 mais
representativo, com 44,74% dos individuos. Os indices de diversidade de Nei
(*H) e de Shannon (*I) demostraram a existéncia de diversidade genética
dentro dos assentamentos e a AMOVA indicou que ha maior diversidade
genética dentro dos assentamentos (76%) do que entre eles (24%). O
agrupamento utilizando a andlise bayesiana formou dois grupos, alocando os
individuos em conformidade com suas localiza¢des geograficas. O Gl formado
por 42 individuos dos assentamentos, Nossa Senhora Aparecida (NSA) e Julio
Firmino Domingues (JFD), municipio de Alta Floresta, e o GIl com 34
individuos do assentamento Sdo Pedro (ASP) municipio de Paranaita. Conclui-
se que ha diversidade genética entre as etnovariedades de mandioca
cultivadas nos assentamentos rurais. Os resultados ressaltam o importante
papel dos agricultores na manutencdo e conservacdo, assegurando a

variabilidade genética da espécie M. esculenta.

Palavra-chave: Manihot esculenta, Agricultura familiar, Variabilidade genética.
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Abstract — (Genetic diversity of cassava crops in rural settlements in
Northern Mato Grosso state, Brazil).

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is mainly cultivated by family farmers. The
cassava platations have a wide genetic diversity of cassava landraces.
Seventy-six individuals of M. esculenta cultivated by family farmers in rural
settlements located in the municipalities of Alta Floresta and Paranaita, Mato
Grosso state, Brazil, were submitted to molecular analysis using 15 ISSR
primers, aiming to evaluate and characterize the genetic diversity. The primers
amplified 223 fragments, revealing 95% of polymorphism. Genetic dissimilarity
values ranged from 0.091 to 0.618. The dendrogram generated using the
UPGMA cluster analysis separated the 76 landraces into 9 main groups. The Gl
was the most representative with 44.74% of the individuals. The Nei (*H) and
Shannon (*I) diversity indices demonstrated the existence of genetic diversity
within the settlements and AMOVA indicated that there is greater genetic
diversity within the settlements (76%) than between (24%). Clustering using
Bayesian analysis formed two groups, allocating individuals according to their
geographic location. The Gl was formed by 42 individuals from the settlements
Nossa Senhora Aparecida (NSA) and Julio Firmino Domingues (JFD), from the
municipality of Alta Floresta, and the GII was formed by 34 individuals from the
settlement Sado Pedro (ASP), municipality of Paranaita. We concluded that
there is genetic diversity among the cassava landraces cultivated in rural
settlements. The results highlight the role of farmers in maintenance and
conservation, ensuring the genetic variability of the species M. esculenta.

Keywords: Manihot esculenta, Family-based agriculture, Genetic variability.
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Introducéo

A mandioca, amplamente distribuida pela América Latina e parte da
América do Norte (NINA et al., 2021), tornou-se uma das culturas alimentares
mais importantes, por suas raizes serem valiosa fonte de carboidrato. As raizes
da mandioca podem ser utilizadas para o consumo humano ou animal, na
fabricacéo de farinha ou subprodutos (SILVA et al., 2011).

Devido ao seu facil desenvolvimento em diferentes regibes, a
mandioca € uma espécie muito usada por pequenos agricultores rurais
(SILVEIRA, 2019). Eles realizam a troca de manivas, que sdo pedacos do
caule da planta, entre vizinhos, contribuindo para circulacdo do material de
propagacao, e, dessa forma, os agricultores detém importancia significativa na
manutencao e conservacao das variedades de mandiocas (HOOGERHEIDE &
RONDON, 2020; PEDRI et al.,2021; NOZILE, 2021).

A mandioca apresenta diversidade genética natural (SILVA et al.,
2011). Essa diversidade pode ser avaliada através de marcadores moleculares,
ferramenta eficaz em estudo de diversidade genética, independente do estagio
de desenvolvimento da planta, detectando polimorfismo diretamente no DNA
(FALEIRO, 2007). Dentre os marcadores moleculares, o ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats) tem se destacado para inUmeras espécies.

Os marcadores ISSR sao baseados na amplificacdo de fragmentos
de DNA através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tendo como primer
uma sequéncia de um microssatélite (sdo unidades de repeticdo de pares de
bases do DNA) conhecido, capaz de identificar muitos polimorfismos internos a
esses microssatélites. Estudos como o de Silva et al., 2011; Tiago et al., 2016;
Afonso et al., 2019; Hoogerheide et al., 2019 e Hartanti et al., 2020, destacam a
eficiéncia dos marcadores moleculares para a espécie mandioca. Os
marcadores ISSR ndo demandam conhecimento prévio do DNA a ser
analisado, configurando-se, assim, uma técnica rapida, de baixo custo, com
aplicacdo a qualquer espécie. Desse modo, apresenta-se como valiosa
ferramenta para andlise da diversidade genética de etnovariedades de
mandioca (AFONSO et al., 2019).
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Dessa forma, o objetivo desse capitulo foi avaliar a diversidade
genética de etnovariedades de mandioca, cultivadas por pequenos agricultores

nos municipios de Alta Floresta e Paranaita, utilizando marcadores ISSR.
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Material e Métodos
Area de estudo

Foram amostrados 76 etnovariedades de mandioca em trés
assentamentos, Nossa Senhora Aparecida (NSA) e Julio Firmino Domingues
(JFD), localizados no municipio de Alta Floresta, e S&o Pedro (ASP), no

municipio de Paranaita (Figura 1).

81°0.0W. 61°0.0W. 41°0.0W S6°0.000W
T e T

5,000 06

00:0
00.0

5.0°0602
T
S.0°0602
5.000'00bT
—T
L
S.00006v1

0 100 200 300 km
(A
56°0.000W

[ Alta Floresta

S00:00
T
S.0°0:0%

0 250 500 750 km
S —

BN 00w 00w A NSA

] America do Sul © JFD

[ Brasil O Paranaita

Bl Mato Grosso A ASP $7°0.000W SO0

Figura 1. Localizacdo geografica da area de estudo. (A) América do Sul e
Brasil; (B) Estado de Mato Grosso; (C) Assentamentos Nossa Senhora
Aparecida (NSA) e Julio Firmino Domingues (JFD), municipio de Alta Floresta,

e Assentamento Sdo Pedro (ASP), municipio de Paranaita.

Coleta de material foliar

Para coleta do material foliar, selecionaram-se folhas jovens, sem
sinais de danos ou doencas. O material foliar coletado, ainda em campo, foi
identificado com seu respectivo cédigo (Tabela 1) e envolto em papel filtro,
acondicionado em saco plastico tipo Ziplock contendo silica gel e transportado
para o Laboratério de Genética Vegetal e Biologia Molecular do Campus da
Universidade do Estado de Mato Grosso Carlos Alberto Reyes Maldonado
(UNEMAT) em Alta Floresta, MT.

O material foliar foi lavado em agua corrente, seco com auxilio de
papel toalha e acondicionado em envelopes de papel aluminio e armazenado a
-20 °C para posterior extracao do DNA.
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Tabela 1. Codigo atribuido as 76 etnovariedades de mandioca, nome popular

denominado pelos agricultores, nos assentamentos Nossa Senhora Aparecida
(NSA), Julio Firmino Domingues (JFD) e Sdo Pedro (ASP).

Assentamento — Nossa Senhora Aparecida (NSA)

Cad. Etnovariedade Caod. Etnovariedade Caod. Etnovariedade
NSAl Copinha NSAS8 Cacau NSA15 Amarela
maranhense
NSA2 Cacau NSA9 Cacau NSA16 Cacau
NSA3 Aprontaamesa NSA10 Mandiocapao NSA1l7 Cacau
NSA4 Amarela NSA1l1l Vassourinha NSA18 Amarela
NSA5 Cacau NSA12 Cacau NSA19 Nao nomeadal
cuiabana
NSA6 Cacau cuiabana NSA13 Cacau NSA20 Amarela
NSA7 Cacau cuiabana NSA14 Cacau NSA21 Cacau
Assentamento — Julio Firmino Domingues (JFD)
JFD22 Branca JFD29 Amarela JFD36 Mandioca péo
JFD23 Amarela JFD30 Cacau JFD37 Nao nomeada3
JFD24 N&o nomeada2 JFD31 Branca JFD38 Cacau
JFD25 Cacau JFD32 Cacau JFD39 Cacau
vermelho
JFD26 Mandiocaroxa JFD33 Cacauamarela JFD40 Amarela
JFD27 Amarela JFD34 Mandioca preta JFD41  Cacau branca
JFD28 Mandioca de JFD35 Cacau JFD42 Nao nomeada4
fritar
Assentamento — Sao Pedro (ASP)
ASP43 Cacau ASP55 Manteiga ASPG67 Cacau roxa
ASP44 N&o nomeada5 ASP56 Cacau ASP68  Vassourinha
ASP45 Cacau ASP57 Branca ASP69 Branca
ASP46 Branca ASP58 Cacau ASP70 Cacau
ASP47 Cacau branca ASP59 Roxade fritar ASP71 Branca
ASP48 Cacau amarela ASP60 Cacau ASP72 Cacau
ASP49 Amarela ASP61 Cacau ASP73 Cacau
ASP50 Cacau ASP62 Branca ASP74 Cacau
ASP51 Branca ASP63 Branca ASP75 Cacau
ASP52 Cacau ASP64 Cacau ASP76 Cacau
ASP53 Branca ASP65 Branca
ASP54 Mandiocapdo ASP66 Mandioca roxa

Céd. = Cadigo da etnovariedade.

Extracao e Quantificacdo de DNA

A extracdo do DNA total seguiu o protocolo de CTAB (Brometo de

Cetil Trimetil Amoénio) descrito por Doyle e Doyle (1987), com algumas

modificacdes, como acréscimo de polivinilpirrolidona (PVP) na concentracao de

1% e aumento nas concentracdes de CTAB de 2 para 3% e de B-
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mercaptoetanol de 0,2% para 2% no tampéo de extracdo, além do aumento na
temperatura de incubacao de 60 para 65°C, por 30 minutos (PEDRI, 2018).

Aproximadamente 100 mg de material foliar foram triturados, em
almofariz e pistilo de porcelana, com nitrogénio liquido. O material triturado foi
transferido para microtubos de 2 mL devidamente identificados, onde foram
adicionados 800 pL do tampao de extracéo (CTAB 3%, B-mercaptoetanol 2% e
polivinilpirrolidona 1%), agitados e colocados em banho-maria a 65° por 30
minutos. Em seguida, foram adicionados 500 pL de CIA (cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1); apés agitacdo, os tubos foram microcentrifugados por 10
minutos a 8000 rpm.

Logo apods, coletou-se a fase aquosa superior, a qual foi transferida
para um novo microtubo de 2 mL, sendo adicionados 200 pL do tampéao de
extragcdo sem o B-mercaptoetanol, juntamente com 500 pL de CIA (cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1)), e microcentrifugada por 10 minutos a 8000 rpm,
processo realizado duas vezes.

A fase aquosa foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL,
adicionada a um volume igual de isopropanol gelado e, entdo, levada ao
freezer (-18 °C) por 3 horas para precipitacdo. Apés esse periodo, o pellet
formado foi lavado duas vezes com élcool etilico a 70% e uma vez com alcool
etilico a 95%. A cada lavagem, o material era novamente centrifugado por 3
minutos a 12.000 rpm. Posteriormente o material foi seco em temperatura
ambiente e o pellet ressuspendido em 40 pyL de TE 0,1 mM (10 mM Tris-HCI; 1
mM EDTA, pH 8,0) com 0,12 uyL RNAse na concentragdo de 10 mg/mL. A
solucéo foi incubada em banho-maria a 35°C por 30 minutos. Na sequéncia, 0s
microtubos foram armazenados em geladeira (4°C) por 24 h e depois em
freezer (-20°C).

A pureza e a quantificacdo do DNA foram verificadas por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1% (Figura 2). A quantificacdo por meio da
eletroforese foi realizada por comparacdo com o DNA-A (100 ng yL?). O DNA
extraido foi diluido a concentragdo de, aproximadamente, 50 ng pL* e

armazenado a -20°C para posterior amplificacéo.
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Figura 2. Resultado da eletroforese em gel de agarose do DNA total extraido

de 20 individuos de Manihot esculenta. M = Marcador (100 ng pL -1).

Reacdes de amplificacdo do DNA e eletroforese

Para amplificagdo do DNA, foram utilizados 15 primers do tipo ISSR
(Inter Sequence Simple Repeats), desenvolvidos pela University of British
Columbia (UBC), Vancouver, Canada, selecionados no estudo realizado por
Tiago et al. (2016) (Tabela 2).

Tabela 2. Descricdo dos quinze iniciadores ISSR utilizados para a

caracterizacdo molecular das 76 etnovariedades de mandioca.

Primer Sequéncia do Primer (5’----3’) TA (°C) *
UBC 835 - Di(AG)s3'YC AGAGAGAGAGAGAGAGYC* 51,0
UBC 856 - Di(AC)83'YA ACACACACACACACACYA* 51,0
UBC 891 - Di(TG)75’'HVH HVHTGTGTGTGTGTGTG 47,0
UBC 807 - Di(AG)83'T AGAGAGAGAGAGAGAGT 47,0
UBC 811 - Di(GA)s3'C GAGAGAGAGAGAGAGAC 52,8
UBC 815 - Di(CT)s3'G CTCTCTCTCTCTCTCTG 52,8
UBC 888 - Di(CA)75’'BDB BDBCACACACACACACA 49,0
UBC 844 - Di(CT)83'RC CTCTCTCTCTCTCTCTRC 48,6
UBC 808 - Di(CT)83'RC AGAGAGAGAGAGAGAGC 48,8
UBC 857 - Di(AC)83'YG ACACACACACACACACYG* 52,0
UBC 840 - Di(GA)83'YT GAGAGAGAGAGAGAGAYT* 47,4
UBC 828 - Di(TG)s3’'A TGTGTGTGTGTGTGTGA 51,3
UBC 868 - Tri(GAA)es GAAGAAGAAGAAGAAGAA 50,0
Tri - (GTG)5 GTGGTGGTGGTGGTG 58,9
UBC 834 - Di(AG)s3'YT AGAGAGAGAGAGAGAGYT* 49,2

*Y=CouT;R=AouG;V=ACouG;H=A CouT. TA =Temperatura de Anelamento.

As reacbes de amplificacfes via PCR (Polymerase Chain Reaction)
foram realizadas em um volume final 20 pL, contendo: DNA (2 ng); tampao 1X
(AM KCI; 1M Tris pH 8.3; 1M MgCI2; 10% Tween 20); MgClz (4 mM); primer
(0,2 uM); dNTP (0,12 mM); DMSO (5%) e Taq polimerase (5U).

As amplificacdes foram conduzidas em termociclador Aeris®,
seguindo o programa descrito por Silva et al. (2011), com uma fase inicial de
desnaturacdo a 94°C por 4 min, seguidas de 35 ciclos nas seguintes

condicbes: 30 segundos para desnaturacdo a 94°C por 4 min, 35 segundos
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para anelamento a 47 — 58,9°C (dependendo do primer utilizado) e 2 minutos
para extensao a 72°C, além de uma extensao final a 72°C por sete minutos.

Os produtos das amplificagdes foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, com tampé&o TBE 1 X, sob voltagem constante de 100
V por aproximadamente quatro horas. Para auxiliar a analise dos fragmentos
amplificados (bandas), utilizou-se o marcador molecular KAPA Universal DNA
Ladder 100 bp. Posteriormente, os géis foram corados com solugédo de brometo
de etideo (0,6 pg mL-!), por 20 minutos. Em seguida, os géis foram
visualizados em transiluminador UVB LTB-20x20 STi (Loccus Biotecnologia®)

e fotodocumentados.

Analise de dados
Analise dos fragmentos amplificados

A matriz de presenca (1) e auséncia (0) de bandas (fragmentos
amplificados) foi obtida a partir de avaliagéo visual das bandas mais definidas
para cada primer, nas 76 etnovariedades estudadas. Os marcadores ISSR s&o
de carater dominante, portanto, assume-se que cada banda representa o
fendtipo em um loco bi-alélico (WILLIAMS et al., 1990).

Analise por Primer
A partir da matriz binaria, calculou-se a porcentagem de

polimorfismo obtida com cada primer, por meio da equacéo 1:

Onde, P = porcentagem de polimorfismo do primer; nbp = nimero de

bandas polimérficas e nbt = nimero total de bandas do referido primer.

O contetudo de informacédo polimérfica (PIC) de cada primer foi
calculado conforme proposto por Anderson et al. (1993), em funcdo do numero

de alelos detectados, da sua distribuicdo e da frequéncia na populacéo
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estudada. Para determinar os valores de cada marcador na deteccdo de

polimorfismo, os valores de PIC foram determinados pela equacao 2:

N

Nesta expressdo, P;; € a frequéncia do alelo “j" no primer

({111

i" (a soma

se estende por todos os alelos). O célculo foi baseado no nimero de alelos
detectados por marcador, para um determinado loco, e a frequéncia relativa de
cada alelo no conjunto das 76 etnovariedades analisadas. O valor do PIC varia

de "0", para perfis monomorficos, até "1", para perfis altamente polimérficos.

Andlise de Diversidade Genética e Estrutura Populacional

Para obtencdo da matriz de dissimilaridade genética entre cada par
de individuos, utilizou-se o complemento aritmético do indice de Jaccard. Essa
analise consiste na comparacdo do numero de presencas de bandas comuns e
0 numero total de bandas, excluindo o numero de auséncias conjuntas
(MEYER, 2002) por meio da equagéo 3:

Dij = 1 _Sl]

Onde:
S J— a
T a+b+c

em que, a = nimero de casos em que ocorre a presenca da banda
em ambos os individuos; b = nimero de casos em que ocorre a presenca da
banda somente no individuo i; ¢ = nUmero de casos em que ocorre a presenca
da banda somente no individuo j.

Com a matriz obtida por meio do indice de Jaccard, foi possivel
realizar a andlise de agrupamento das 76 etnovariedades, pelos métodos
hierarquicos, Ligacdo média entre grupos (UPGMA), Vizinho mais Proximo (SL)
e Método da variancia minima (WARD). Para cada agrupamento, calculou-se o
Coeficiente de Correlacdo Cofenética (CCC), estresse e distorcdo, a partir
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disso, selecionou-se o método de agrupamento que melhor representou
graficamente a divergéncia do material estudado. Essas analises foram
realizadas utilizando o software Genes (CRUZ, 2016).

O programa “POPGENE” 1.31 (YEH et al., 2000) foi utilizado para
estimar os parametros de diversidade dos assentamentos por meio dos indices
de Shannon (I) (LEWONTIN,1972) e de Nei (H) (NEI, 1978) e do percentual de
locos polimérficos (%P). A diversidade genética entre e dentro dos
assentamentos foi demonstrada a partir da AMOVA (Analise de Variancia
Molecular), realizada de acordo com Peakall & Smouse (2012), com o auxilio
do programa GenAlIEx 6.5.

Para determinar a estrutura populacional, empregou-se 0 programa
“‘STRUCTURE” 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000), baseado em estatistica
bayesiana, para inferir o niumero de grupos (K) e atribuindo individuos a estes
grupos. Foram realizadas 20 corridas para cada valor de K, 200.000 interacdes
iniciais (burn-ins) e 500.000 simulag¢des de Monte Carlo via Cadeias de Markov
(MCMC). A varidvel K equivale ao numero de populacdes geneticamente
distintas. Para definicdo do K mais provavel, em relacdo aos propostos,
usaram-se os critérios descritos por Pritchard e Wen (2004) e Evanno et al.
(2005), utilizando os arquivos de saida do Structure baseado no STRUCTURE
HARVEST (EARL & VONHOLDT, 2012) determinado pelo AK.
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Resultados e Discusséo

Os quinze primers ISSR utilizados amplificaram 223 fragmentos, dos
quais 95% foram polimérficos. O numero de fragmentos amplificados variou
entre 8 (UBC 828 e 834) e 20 (UBC 891, 807 e 811), com média de 14,87 por
primer (Tabela 3).

Tabela 3. Primers, numero total de bandas (NTB), numero de bandas
polimérficas (NFP), porcentagem de polimorfismo (%P) e conteddo de

informacé&o polimoérfica (PIC).

Primer NTB NBP %P PIC
UBC 835 17 17 100 0,58
UBC 856 17 17 100 0,51
UBC 891 20 18 90 0,52
UBC 807 20 17 85 0,56
UBC 811 20 20 100 0,60
UBC 815 16 16 100 0,58
UBC 888 13 12 92 0,35
UBC 844 13 10 77 0,40
UBC 808 16 16 100 0,66
UBC 857 14 14 100 0,64
UBC 840 16 16 100 0,57
UBC 828 8 8 100 0,32
UBC 868 16 15 94 0,41
Tri (GTG)s 9 9 100 0,49
UBC 834 8 7 88 0,33
Total 223 212

Média 14,87 14,13 95,00 0,50

O percentual de polimorfismo encontrado neste estudo (95%)
evidencia a diversidade genética entre as etnovariedades estudadas.
Resultado semelhante foi obtido por Afonso et al. (2019), ao analisarem a
eficiéncia de dezoito marcadores moleculares ISSR na caracterizacdo de 40
etnovariedades, resultando em 93,24% de polimorfismo. Figueredo et al.
(2019), ao utilizarem oito primers ISSR, detectaram 80,7% polimorfismos ao
analisarem 17 etnovariedades de mandioca.

O conteudo de informacgéo polimérfica (PIC) de cada primer variou
entre 0,32 (UCB 828) e 0,66 (UBC 808) (Tabela 3). Os valores de PIC entre
0,25 e 0,50 séo classificados como moderadamente informativo (BOTSTEIN et

al., 1980). Neste estudo, o PIC médio foi de 0,50, indicando que os primers
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mostraram-se moderadamente eficientes na deteccdo de polimorfismo, assim
recomendados para estudos de diversidade genética da espécie mandioca.

O perfil eletroforético de 21 etnovariedades usando o primer UBC
891 pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3. Eletroforese de 21 etnovariedades de mandioca do assentamento
Nossa Senhora Aparecida (NSA), utilizando o primer UBC 856. M = marcador
molecular KAPA Universal DNA Ladder 100 bp.

As menores dissimilaridades observadas neste estudo ocorreram
entre as etnovariedades ASP59 (roxa de fritar) e ASP61 (cacau) (0,091),
enquanto NSAS8 (cacau) e JFD24 (ndo nomeada 2) foram as mais dissimilares
(0,618) (Tabela 4). Observa-se que as menores dissimilaridades encontram-se
entre as mandiocas cultivadas no mesmo assentamento, possivelmente
associado a forma de manejo nas rocgas, pois, quando os agricultores ficam
sem manivas para o plantio de uma nova roga, buscam materiais propagativos
com vizinhos do mesmo assentamento ou de outros assentamentos (LIMA et
al., 2012).
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Tabela 4. Relacdo das etnovariedades de mandioca que apresentaram maior
ou menor similaridade e o valor da distancia genética par a par com base no

complemento aritmético do indice de Jaccard, usando 223 fragmentos ISSR.

Similaridade Etnovariedades Distancia genética
ASP59 — ASP61 0,091
NSA2 — NSA4 0,179
NSA15 — NSA16 0,173
NSA4 — NSA15 0,194

Maiores NSA6 — NSA12 0,220
NSA12 — NSA13 0,221
NSA14 — NSA17 0,224
NSA4 — NSA9 0,225
NSA17 — NSA 19 0,227
NSA14 — NSA16 0.229
NSA21 - JFD24 0,542
NSA10 - JFD25 0,543
NSA10 — NSA24 0,556

Menor JFD22 — ASP65 0,558
NSA12 - JFD24 0,563
NSA6 — JFD24 0,573
NSA8 — JFD24 0,618

Entre os métodos de agrupamento testados (Tabela 5), o UPGMA foi
selecionado por apresentar maior coeficiente de correlacado cofenética (CCC).
Quanto maior o valor obtido para o CCC, menor a distorcdo provocada pelo
agrupamento dos individuos, ou seja, maior consisténcia no padrdo de
agrupamentos (REGAZZI & CRUZ, 2020).

Tabela 5. Coeficiente de Correlacdao Cofenética (CCC), Distorcdo (D%) e
Estresse (E%) dos métodos de agrupamentos testados.

WARD SL UPGMA
CCC 0,68** 0,71 0,79**
Distorcdo (%) 48,81 1,15
Estresse (%) 30,30 10,72

** Sjignificativo ao nivel de probabilidade de 1% pelo teste t. Método de variancia minima ou
Método de WARD, Ligacdo simples — vizinho mais proximo (SL), Método da ligagdo média
entre grupos ou UPGMA.

O dendrograma gerado usando o agrupamento UPGMA formou
nove grupos (Figura 4). O grupo Gl é o mais representativo, com 44,74% das
76 etnovariedades. A formacdo dos grupos revela diversidade genética,
corroborando com os resultados de Tiago et al. (2016), que avaliaram 17
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etnovariedades no municipio de Alta Floresta, reforcando a existéncia de
diversidade genética na regiao.

Ao observar os agrupamentos formados pelo UPGMA, constata-se
que as etnovariedades estdo alocadas em conformidade ao local de coleta,
como, por exemplo, o grupo GIl, que alocou as 34 etnovariedades do

assentamento Sao Pedro (ASP).

Método di sgrupamento . Ligeido Mada Entne Grpo(UPGIA)
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Figura 4. Dendrograma de dissimilaridade genética gerado usando a analise
de agrupamento UPGMA com 76 etnovariedades, com base em marcadores

ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). CCC = 0,79; ponto de corte 77,51%.
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A auséncia de duplicidade nas etnovariedades analisadas indica que
os trés assentamentos (NSA, JFD e ASP) podem ser utilizados como fonte de
material de M. esculenta para formagédo de uma cole¢éo ativa de germoplasma
que vise a manutencdo, a conservacado da diversidade e ao melhoramento
genético da espécie.

Na analise dos indices de diversidades, os trés assentamentos
apresentaram valores acima de 0,25, indicando que ha diversidade genética
dentro dos assentamentos. O assentamento JFD foi o que apresentou 0s
maiores indices de diversidade genética e o maior percentual de polimorfismo,

guando comparado aos assentamentos NSA e ASP (Tabela 6).

Tabela 6. indices de diversidade genética e percentual de polimorfismo dos
assentamentos Nossa Senhora Aparecida (NSA), Julio Firmino Domingues
(JFD) e Séo Pedro (ASP).

Assentamentos N *| £ DP *H + DP %P
NSA 21 0,40 £ 0,27 0,27 £ 0,19 74,44
JFD 21 0,41 0,27 0,28 + 0,20 75,34
ASP 34 0,37 £ 0,28 0,25+ 0,20 68,16
Geral 76

N= Namero amostral; *| = indice de Shannon; *H = indice de Nei; %P = Porcentagem de loco
polimérfico; DP = Desvio Padréo.

A andlise de variancia molecular mostrou que a maior diversidade
genética esta dentro dos assentamentos (76%) (Tabela 7). Estudos usando
marcadores moleculares em mandioca também encontraram uma variacdo
maior dentro dos assentamentos do que entre, como, por exemplo, Mezette et
al. (2013) com variacao de 95,6%, Tiago et al. (2017) com variacdo de 99%.
Tal resultado se deve, provavelmente, ao fluxo génico e a troca de material de
propagacdo (manivas). Essas informacoes da AMOVA corroboram os
resultados obtidos nos indices de diversidade (tabela 6), reforcando a

existéncia de diversidade genética dentro dos assentamentos.
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Tabela 7. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) entre 76 etnovariedades de

mandioca com marcadores ISSR.

Fonte de variacdo GL SQ QM CVv VT (%) Fst P

Entre os 2 517,00 258,50 9,30 24% 0,238 <0,001
assentamentos

Dentro dos 73 2170,18 29,73 29,73 76%

assentamentos

Total 75 2687,18 39,03 100%

GL: Grau de liberdade; SQ: Soma dos quadrados; QM: Quadrado médio; CV: Componente de
variancia; VT: Variancia Total; P: Probabilidades de ter um componente de variancia maior que
os valores observados ao acaso.

A analise bayesiana revelou a formacao de dois grupos genéticos
principais, segundo o valor de AK (Figura 5). O GI (vermelho), formado pelas
42 etnovariedades dos assentamentos NSA e JFD, municipio de Alta Floresta.
O Gl (verde) alocou as 34 etnovariedades do assentamento ASP de Paranaita,
corroborando parcialmente com os resultados do UPGMA, o qual também
formou um grupo com todas as etnovariedades do assentamento ASP. A
provavel causa dessa estruturacdo genética pode estar relacionada a distancia
entre 0S municipios, minimizando a troca de manivas entre os agricultores
dessas regifes. Esta estruturacdo ja foi observada por outros pesquisadores
em seus estudos, como, por exemplo, Ortiz et al., (2016), ao avaliar a estrutura

populacional de 122 etnovariedades, coletadas em cultivos de quintais.
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Figura 5. Agrupamento das 76 etnovariedades de mandioca segundo bases
moleculares com quinze (15) primers ISSR utilizando a andlise bayesiana. Os
nameros entre paréntese representam os assentamentos: (1) Nossa Senhora
Aparecida, (2) Jalio Firmino Domingues e (3) Sao Pedro.
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A diversidade genética observada dentro dos assentamentos pode
estar relacionada ao manejo das rocas e a troca de material de propagacéo
entre os agricultores, que favorece a circulagdo das manivas, responsaveis
pelo fluxo génico entre os assentamentos (FARALDO et al. 2000), tais fatores
influenciam a estrutura populacional das espécies de mandiocas
(GONCALVES et al., 2017).
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Conclusdes

As 76 etnovariedades de mandioca apresentam diversidade
genética, com base na analise realizada com os marcadores moleculares
ISSR. Ha uma estruturacdo da diversidade genética com a localizacao

geografica dos cultivos.

52



Referéncias Bibliogréaficas

AFONSO, S. D. J.,, MOREIRA, R. F. C., DA SILVA LEDO, C. A., FERREIRA, C.
A. F., DA SILVA SANTOS, V., & MUONDO, P. A. O. Genetic structure of
cassava populations (Manihot esculenta Crantz) from Angola assessed through
(ISSR) markers. African Journal of Biotechnology, v. 18, n. 7, p. 144-154,
2019. https://doi.org/10.5897/AJB2018.16720.

ANDERSON, J. A., CHURCHILL, G. A., AUTRIQUE, J. E., TANKSLEY, S.D., &
SORRELLS, M. E.Optimizing parental selection for genetic linkage
maps. Genome, v. 36, n. 1, p. 181-186, 1993. https://doi.org/10.1139/g93-024.

BOTSTEIN, D.; WHITE, R.L.; SKOLNICK, M.; DAVIS, R.W. Construction of a
genetic linkage map in man using restriction fragment length polymorphisms.
American Journal of Human Genetics, v.32, n.3, p.314-331, 1980.

CRUZ, C. D. Genes Software — extended and integrated with the R, Matlab and
Selegen. Acta Scientiarum, v. 38, p. 547-552, 2016.

DOYLE, J.J.; DOYLE, J.L. A Rapid DNA isolation procedure for small quantities
of fresh leaf tissue. Phytochemical Bulletin, v. 19, n. 1, p. 11-15, 1987.
Disponivel em: https://worldveg.tind.io/record/33886.

EARL, D. A., & VONHOLDT, B. M. STRUCTURE HARVESTER: a website and
program for visualizing STRUCTURE output and implementing the Evanno
method. Conservation genetics resources, v. 4, n. 2, p. 359-361, 2012.
https://doi.org/10.1007/s12686-011-9548-7.

EVANNO, G., REGNAUT, S., & GOUDET, J. Detecting the number of clusters
of individuals using the software STRUCTURE: a simulation study. Molecular
ecology, v. 14, n. 8, p. 2611-2620, 2005. https://doi.org/10.1111/j.1365-
294X.2005.02553.x.

FALEIRO, F.G. Marcadores genético-moleculares aplicados a programas de
conservacdo e uso de recursos genéticos. Planaltina: Embrapa Cerrados,
2007. p. 102. Disponivel em:
http://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/handle/doc/570287.

FARALDO, M. I. F., SILVA, R. M. D., ANDO, A, & MARTINS, P. S.
Variabilidade genética de etnovariedades de mandioca em regifes geogréficas
do Brasil. Scientia Agricola, v. 57, n. 3, p. 499-505, 2000.
https://doi.org/10.1590/S0103-90162000000300020.

FIGUEREDO, P., TIAGO, A., ZANETTI, G., PINTO, J., ROSSI, A, &
HOOGERHEIDE, E. Diversidade genética de mandiocas na regido periurbana
de Sinop, Mato Grosso, Brasil. Magistra, v. 30, p. 143-153, 2019.

GONCALVES, T. M., VIDIGAL FILHO, P. S., VIDIGAL, M. C. G., FERREIRA,
R. C. U.,, ROCHA, V. P. C., ORTIZ, A. H. T., & KVITSCHAL, M. V. |. Genetic
diversity and population structure of traditional sweet cassava accessions from
Southern of Minas Gerais State, Brazil, using microsatellite markers. African

53



Journal of Biotechnology, v. 16, n. 8, p. 346-358, 2017.
https://doi.org/10.5897/AJB2016.15768.

HARTANTI, F., MIFTAHUDIN, M., & HARTATI, N. S. KERAGAMAN UBI KAYU
(Manihot esculenta Crantz.) HASIL PERBANYAKAN IN VITRO
BERDASARKAN KARAKTER MORFOLOGI DAN PENANDA ISSR. Jurnal
Biotecnologia & Biosains Indonesia (JBBI), v. 6, n. 2, p. 288-300, 2020. DOI:
http://dx.doi.org/10.29122/jbbi.v6i2.3055.

HOOGERHEIDE, E. S. S., FIGUEREDO, P. E., ZANETTI, G. T., TIAGO, A. V.,
PINTO, J. M. A,, & ROSSI, A. A. B. Diversidade genética de mandiocas na
regido periurbana de Sinop, Mato Grosso, Brasil. Magistra, v. 30, p. 143-153,
20109.

HOOGERHEIDE, E., & RONDON, M. Namero de etnovariedades de mandioca
e formas de conservacdo na comunidade rio dos couros, baixada cuiabana,
Mato Grosso. In: Embrapa Agrossilvipastoril-Resumo em anais de congresso
(ALICE). In: ENCONTRO DE CIENCIA E TECNOLOGIAS
AGROSSUSTENTAVEIS, 4. JORNADA CIENTIFICA DA EMBRAPA
AGROSSILVIPASTORIL, 9., 2020, Sinop. Resumos. Brasilia, DF: Embrapa,
2020. p. 46., 2020.

LEWONTIN, R. C. The apportionment of human diversity. In: Evolutionary
biology. Springer, New York, NY, 1972. p. 381-398. Doi: 10.1007/978-1-4684-
9063-3_14.

LIMA, D., STEWARD, A., & RICHERS, B. T. Trocas, experimentacbes e
preferéncias: um estudo sobre a dinamica da diversidade da mandioca no
médio Solimdes, Amazonas. Boletim do Museu Paraense Emilio Goeldi.
Ciéncias Humanas, v. 7, p. 371-396, 2012.

MEYER, Andréia da Silva. Comparacdo de coeficientes de similaridade
usados em analises de agrupamento com dados de marcadores
moleculares dominantes. 2002. Dissertacdo (Mestrado em Estatistica e
Experimentacdo Agrondmica) - Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz,
Universidade de Sé&o Paulo, Piracicaba, 2002. doi:10.11606/D.11.2002.tde-
24072002-165250.

MEZETTE, T. F., BLUMER, C. G., & VEASEY, E. A. Morphological and
molecular diversity among cassava genotypes. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, v. 48, n. 5, p. 510-518, 2013. DOI: 10.1590/S0100-
204X2013000500007.

NEI, M. Estimation of average heterozygosity and genetic distance from a small
number of individuals. Genetics, v. 89, n. 3, p. 583-590, 1978.
https://doi.org/10.1093/genetics/89.3.583.

NINA, M. M., DOS SANTOS, C. P., DA ROCHA, S. F., CAVALCANTE, F. S. A,
& LIMA, R. A. Potencialidade de Manihot esculenta Crantz (Euphorbiaceae) na
Floresta Amazonica, Brasil. Diversitas Journal, v. 6, n. 2, p. 2247-2260, 2021.
https://doi.org/10.17648/diversitas-journal-v6i2-1253.

54



NOZILE, Jean Wisguen. Direitos dos agricultores e conservacdo da
agrobiodiversidade da mandioca (Manihot esculenta crantz) e do guarana
(Paullinia cupana H.B.K). 2021. 165 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia
Tropical) - Universidade Federal do Amazonas, Manaus, 2021. Disponivel em:
https://tede.ufam.edu.br/handle/tede/8356.

ORTIZ, A. H. T., ROCHA, V. P. C., MOIANA, L. D., GONCALVES-VIDIGAL, M.
C., GALVAN, M. Z., & VIDIGAL FILHO, P. S. Population structure and genetic
diversity in sweet cassava cultivars from Parand, Brazil. Plant molecular
biology reporter, V. 34, n. 6, p. 1153-1166, 2016.
https://doi.org/10.1007/s11105-016-0995-x

PEAKALL, R. & SMOUSE P.E. GenAlEx 6.5: genetic analysis in Excel.
Population genetic software for teaching and research—an update.
Bioinformatics, V. 28, n. 19, p. 2537-2539,
2012. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bts460.

PEDRI, E. C. M., DOS SANTOS, L. L., WOLF, M. S., TIAGO, A. V., DOS
SANTOS CARDOSO, E., HOOGERHEIDE, E. S. S.,, & ROSSI, A. A.
B. Diversidade genética entre etnovariedades de mandioca cultivadas no norte
do estado de Mato Grosso por meio de descritores morfoagrondémicos.
Research, Society and Development, v. 10, n. 5, p. e25410514871-
25410514871, 2021. http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i5.14871.

PEDRI, Eliane Cristina Moreno. Diversidade genética, caracterizacéo
morfoagrondmica e culinéria de etnovariedades de mandioca em épocas
de colheita. 2018. Dissertacdo (Biodiversidade e Agroecossistemas
Amazonicos) — Universidade do Estado de Mato Grosso, Alta Floresta, 2018.
Disponivel em: http://portal.unemat.br/ppgbioagro.

PRITCHARD, J. K & WEN, W. Documentation for structure software: Version
2.2. (2004). Disponivel em: https://
web.stanford.edu/group/pritchardlab/software/ structure22/readme.pdf>. Acesso
em: 14 outubro 2021.

PRITCHARD, J. K., STEPHENS, M., & DONNELLY, P. Inference of population
structure using multilocus genotype data. Genetics, v. 155, n. 2, p. 945-959,
2000. https://doi.org/10.1093/genetics/155.2.945.

REGAZZI, A. J & CRUZ, C. D. 2020. Analise multivariada aplicada. Editora
UFV. Universidade Federal de Vigcosa — UFV Vicosa — MG, 2020. Disponivel
em: https://materiais.editoraufv.com.br/analise-multivariada.

SILVA, K. V. P. D., ALVES, A. A. D. C., MARTINS, M. |. G., MELO, C. A. F. D,
& CARVALHO, R. D. Variabilidade genética entre acessos do género Manihot
por meio de marcadores moleculares ISSR. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, v. 46, n. 9, p. 1082-1088, 2011. https://doi.org/10.1590/S0100-
204X2011000900016.

SILVEIRA, Rebeka Borges. Caracteristicas agronémicas e bromatologicas
de cultivares de mandioca. 2019. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) —

55



Programa de Pdés-Graduacdo em Zootecnia, Universidade Estatual do
Sudoeste da Bahia, 2019.

TIAGO, A. V., ROSSI, A. A, TIAGO, P. V., CARPEJANI, A. A,, SILVA, B. M.,
HOOGERHEIDE, E. S., & YAMASHITA, O. M. Genetic diversity in cassava
landraces grown on farms in Alta Floresta-MT, Brazil. Genetics and Molecular
Research: GMR, v. 15, n. 3, 2016. http://dx.doi.org/10.4238/gmr.15038615.

TIAGO, A., da ROCHA, V. D., ROSSI, F., & HOOGERHEIDE, E. Estrutura
genética entre etnovariedades de mandioca doce cultivadas em rogas de
agricultores familiares no municipio de Alta Floresta Mato Grosso, Brasil. In:
JORNADA CIENTIFICA DA UNEMAT, 8., 2017, CACERES, MT. Anais...
Caceres, MT, Unemat, 2017. ndo paginado. Disponivel em:
http://www.alice.cnptia.embrapa.br/alice/handle/doc/1087526.

WILLIAMS, John G.K.; KUBELIK, Anne R.; LIVAK, Kenneth J.; RAFALSKI, J.
Antoni and TINGEY, Scott V. DNA polymorphisms amplified by arbitrary primers
are useful as genetic markers. Nucleic Acids Research, v. 18, n. 22, p. 6531-
6535. (1990).

YEH, F. C., YANG, R. C., BOYLE, T. POPGENEL1.32: A free program for the
analysis of genetic variation among and within populations using co-dominant
and dominant markers. Department of Renewable Resources at the University
of Alberta, Canada, 2000.

56



4. CONSIDERACOES FINAIS

O numero de etnovariedades conservadas nos assentamentos
Nossa Senhora Aparecida (NSA), Julio Firmino Domingues (JFD) e Sao Pedro
(ASP), possivelmente, est4 relacionado ao manejo das rocas e a introducao de
novas etnovariedades, o que garante a variabilidade dos acervos. No0sso
estudo evidenciou variabilidade fenotipica e genética entre as 76
etnovariedades cultivadas nas rocas visitadas.

A caracterizacéo fenotipica e molecular permitiu a diferenciagéo das
etnovariedades, sendo eficientes ferramentas no estudo de diversidade. Essa
diversidade fenotipica e genética demostra potencial para ser explorada tanto
pelo mercado quanto por pesquisadores, podendo ser utilizada na construcao
de colec¢Oes ativas de germoplasma e em futuros programas de melhoramento.

As rocas dos agricultores sdo unidades ou espacos que contribuem
para a conservacdo dos recursos genéticos principalmente da espécie
mandioca. O Tratado Internacional sobre Recursos Fitogenéticos para a
Alimentacdo e a Agricultura (TIRFAA) destaca que a diversidade genética
encontrada nas rocas dos agricultores deve ser mantida, o0s quais

desempenham importante papel na manutencéo e conservacao desse recurso.
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