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RESUMO

A mandioca apresenta ampla diversidade genética, podendo ser analisada por meio de
marcadores moleculares. Dentre os disponiveis, estdo os ISSR que sdao marcadores dominantes,
universais e com alto indice de polimorfismo. Diante disso, esse estudo tem como objetivo
avaliar a diversidade genética entre etnovariedades de mandioca cultivadas em
assentamentos rurais no norte do estado de Mato Grosso, por meio de marcadores moleculares
ISSR. Foram coletadas folhas de 30 etnovariedades cultivadas em trés assentamentos rurais
(Sao Paulo, Jacaminho e Sdo Pedro) localizados em trés municipios (Carlinda, Alta Floresta e
Paranaita) no norte do estado de Mato Grosso, Brazil. Para a extracao do DNA total, sequiu-se o
método CTAB. As amplificacdes foram realizadas via PCR utilizando 15 primers ISSR. Os primers
ISSR amplificaram 190 fragmentos, dos quais 76,32% foram polimérficos. Os métodos de
agrupamento formaram cinco grupos, demonstrando que h& diversidade genética entre as
etnovariedades de mandioca, com destaque para JAC09 (Cacau talo roxo) e SPA0O4 (Mandioca
pao) como as mais divergentes dentro do acervo. Os assentamentos rurais sao importantes
locais para a conservagao on farm da espécie.
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Palavras-chave: caracterizacdo molecular; ISSR; Manihot esculenta Crantz; marcador
dominante.

ABSTRACT

Cassava comprises a wide genetic diversity, which can be analyzed using molecular markers.
Among the available markers are ISSRs, which are dominant, universal markers with a high
polymorphism rate. This study aims to evaluate the genetic diversity among landraces of
cassava cultivated in rural settlements in northern Mato Grosso, using ISSR molecular markers.
Leaves were collected from 30 landraces cultivated in three rural settlements (Sdo Paulo,
Jacaminho, and Sdo Pedro) located in three municipalities (Carlinda, Alta Floresta, and
Paranaita) in northern Mato Grosso, Brazil. The CTAB method was followed for total DNA
extraction. Amplifications were performed via PCR using 15 ISSR primers. The ISSR primers
amplified 190 fragments, of which 76.32% were polymorphic. Cluster analysis grouped the
landraces into five groups, indicating genetic diversity among the cassava landraces, with
JACO09 (Cocoa stalk purple) and SPAO4 (Bread cassava) standing out as the most divergent
landraces in the collection. Rural settlements are crucial locations for the on-farm conservation
of the species.

Keywords: molecular characterization; ISSR; Manihot esculenta Crantz; dominant marker.

1. INTRODUCAO

A espécie Manihot esculenta Crantz, popularmente conhecida como mandioca, aipim
ou macaxeira, € uma planta da familia Euphorbiaceae, com origem Sul Americana e
que foi muito cultivada no passado pelos povos indigenas (Ribeiro et al., 2019), em
razdo de apresentar raizes com reservas de amido (Lima et al., 2020). Atualmente, a
mandioca é considerada a cultura de maior importancia entre as raizes tuberosas,
sendo cultivada em mais de 100 paises tropicais e subtropicais (Nicoli Neto et al.,
2019; Souza; Kalid 2022).

A mandioca possui raizes com altos niveis de carboidratos, destinada a alimentacao
humana e/ou animal, podendo ser utilizada como matéria-prima para agroindustrias
de processamento para a fabricacao de produtos derivados, ou ainda, no consumo
culinario (cozida, pré-cozida, frita, chips) (Antonini et al., 2020; Pedri et al., 2021). Ja a
parte aérea da mandioca (folhas e hastes) pode ser utilizada na alimentacao animal,
para a producao de feno ou silagem, assim como na alimentacao humana, para o
preparo de alimentos tipicos das regides Norte e Nordeste do Brasil (Costa et al.,
2022), como a manicoba, prato de origem indigena e tradicional da culinaria
nordestina (Modesto et al., 2019).

A cultura da mandioca apresenta importancia social, sendo a principal fonte de
energia alimentar para milhdes de pessoas ao redor do mundo, além de ser
considerada uma atividade lucrativa e geradora de renda para a agricultura familiar
(Guimaraes et al., 2017; Oliveira et al., 2023a). Por ser uma planta alégama,
heterozigética, adaptavel a diferentes condicdes edafoclimaticas e de facil
segregacao, a mandioca apresenta uma ampla diversidade genética sendo,
geralmente, diferenciada no local do cultivo por suas caracteristicas morfoldgicas e
agrondmicas (Afonso et al., 2020; Sousa et al., 2021).
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O Brasil apresenta ampla diversidade genética da espécie M. esculenta, sendo
considerado o seu principal centro de origem e domesticacao (Landau et al., 2020). O
grande ndmero de variedades da espécie existentes na AmazOnia, constitui um acervo
genético de beneficio mundial (Siviero et al., 2019). Geralmente, parte dessa
diversidade é mantida por agricultores familiares em suas propriedades rurais e a
circulacao de propagulos entre eles permite a manutencao da variabilidade genética
da espécie, contribuindo para a conservacdao on farm (Tiago et al., 2016; Oler;
Amorozo, 2017). Dessa forma, os estudos a nivel molecular e, que visam a diversidade
genética, sao de extrema importancia para o desenvolvimento de estratégias de
conservacao e uso dos recursos genéticos atribuidos a cultura da mandioca (Tovar et
al., 2015).

A avaliacao da diversidade genética da mandioca é crucial para a conservacao e
manutencao de caracteristicas fenotipicas desejaveis, por meio de estudos de
diversidade que beneficiam futuros programas de melhoramento genético da espécie
(Tiago et al., 2016; Pedri et al., 2024). Entre os métodos empregados para a avaliacdao
da diversidade genética em espécies vegetais, estao as técnicas utilizando
marcadores moleculares.

Os marcadores moleculares sao ferramentas, comumente, utilizadas para analise
genética de espécies vegetais. Dentre os marcadores disponiveis e baseados na
técnica da PCR (Polymerase Chain Reaction) estdao os ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats) que sao de carater dominante, apresentam baixo custo, alto indice de
polimorfismo e sao universais (Chen et al., 2017; Teixeira et al., 2020) e,
frequentemente, utilizados em estudos moleculares de distintas espécies vegetais,
dentre elas, a M. esculenta Crantz (Tiago et al., 2016; Cuchi et al., 2022; Wolf et al.,
2022).

Diante disso, objetivou-se neste estudo avaliar a diversidade genética de
etnovariedades de mandioca (Manihot esculenta Crantz) cultivadas em assentamentos
rurais no norte do estado de Mato Grosso, por meio de marcadores moleculares ISSR.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. COLETA E AREA DE ESTUDO

Foram coletadas folhas jovens de 30 etnovariedades de mandioca cultivadas em trés
assentamentos rurais no norte do estado de Mato Grosso, sendo: assentamento Sao
Paulo (oito amostras), Jacaminho (11) e Sdo Pedro (11), localizados nos municipios de
Carlinda, Alta Floresta e Paranaita, respectivamente (Figura 1; Tabela 1).

O assentamento Sao Paulo foi criado pelo Instituto Nacional de Colonizacao e Reforma
Agraria (INCRA) por meio da desapropriacao de terras em 2013, esta localizado a 48
km do municipio de Carlinda - MT, apresenta uma area de 2.419,90 ha, sendo
constituida por 45 familias assentadas (Silva et al., 2017). O assentamento Jacaminho,
criado em 1974, estd localizado na comunidade Pista do Cabeca, a cerca de 103 km
do perimetro urbano de Alta Floresta - MT, com area de 2.780 ha, sendo constituida
por 93 familias assentadas (Sanches et al., 2017). O assentamento Sdo Pedro foi
criado em 1997, esta localizado a 54 km do municipio de Paranaita - MT, ocupa uma
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area de 35.000 ha e possui a capacidade de 776 lotes, sendo estes, distribuidos em 22
comunidades (Gervazio; Bergamasco, 2019).

Figura 1 - Localizacao geogréfica dos trés assentamentos rurais de
coleta das etnovariedades de mandioca, localizados nos municipios de
Carlinda, Alta Floresta e Paranaita, no norte do estado de Mato Grosso, Brasil.
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Fonte: Elaborado pelas autoras.

Ainda em campo, o material vegetal coletado foi armazenado em sacos plasticos do
tipo Ziplock contendo silica gel e, posteriormente, foram transportados para o
Laboratério de Genética Vegetal e Biologia Molecular (GenBioMol) do Centro de
Pesquisa e Tecnologia da Amazbnia Meridional (CEPTAM), da Universidade do Estado
de Mato Grosso Carlos Alberto Reyes Maldonado (UNEMAT), Campus de Alta Floresta -
MT, e mantidos em freezer a -20 °C até o momento da extracdo do DNA total.

Tabela 1 - Identificacao das etnovariedades coletadas (Sigla e
nome de acordo com a denominacao do agricultor) e locais de
coleta (assentamento e seus respectivos municipios).

Sigla Etnovariedades Assentamento rural Municipio
SPAO1 Cacau

SPAO2 Mandioca de mercado

SPAO3 Mandioca avermelhada

SPAO4 Mandioca pao

SPAO5 Vassourinha

SPAO6 Mandioca de metro

SPAO7 Mandioca branca

SPAO8 Mandioca amarela

Sao Paulo Carlinda

® N O U N WN R|Z
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9 JACO1 Amarelinha

10 JACO02 Mandioca de 4 meses
11 JACO3 Cacau manteiga

12 JACO4 Branca 1

13 JACO5 Branca 2

14 JACO06 Roxinha Jacaminho Alta Floresta
15 JACO7 Roxa

16 JACOS8 Vassourinha

17 JACO9 Cacau talo roxo

18 JAC10 Amarela de fritar

19 JAC11 Cacau talo amarelo
20 SPEO1 Cacau amarela

21 SPEO2 Cacau roxa

22 SPEO3 Vassourinha

23 SPEO4 Mandioca talo roxo
24 SPEO5 Mandioca pao

25 SPEO6 Branca comum Sao Pedro Paranaita
26 SPEO7 Amarela comum

27 SPEO08 Mandioca do Parand

28 SPEO09 Mandioca de fritar

29 SPE10 Mandioca cana roxa

30 SPE1ll Nao identificada

Fonte: Elaborada pelas autoras.

2.2. EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA

A extracao do DNA total foi extraido de, aproximadamente, 100 mg de tecido foliar
com base no método de CTAB (Brometo de Cetiltrimetilaménio), seguindo o protocolo
descrito por Doyle e Doyle (1987), com algumas modificacdes descritas por Tiago et
al. (2016), tais como: aumento da concentracao de polivinilpirrolidona (PVP) de 1%
para 2%, aumento nas concentracdes de CTAB de 2% para 3% e de B-mercaptoetanol
de 0,2% para 2% no tampao de extracao, além da reducao do tempo de incubacao de
60 minutos para 30 minutos a 65°C (Figura 2).

A qualidade e a integridade das amostras de DNA foram analisadas por eletroforese
em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio (EtBr) (10 mg mL™) e submetido
em cuba horizontal contendo solucao de tampao TBE 1X, para a corrida eletroforética.
Posteriormente, os géis foram \visualizados, fotografados e editados em
transiluminador com luz UVB LTB-20x20 STi, fotodocumentador e software L-Pix STi
(Loccus Biotecnologia®), respectivamente.

Para estimar as concentracdes das amostras foi realizada a quantificacao por meio do
Microespectrofotdmetro (ND-3800-OD Nano DOT). Em seguida, realizou-se a diluicao
das amostras de DNA até atingirem uma concentracao de, aproximadamente, 20 ng
uL?, a partir da concentracdo inicial.



Revista Thema (ﬂ
v23 | n3 | 2024 ‘/)

Figura 2 - Procedimento de extracao de DNA das 30 etnovariedades de mandioca.
A) Trituracao das folhas em nitrogénio liquido; B) Adicao do tampao de extracao (CTAB
3% + B-mercaptoetanol + PVP) nas amostras; C) Agitacdao das amostras no vortex; D)

Microcentrifugacao das amostras; E) Formacao da fase aquosa superior; F) Coleta da

fase aquosa superior; G) Formacao do pellet; H) Lavagem do pellet com etanol 70%.

Fonte: Elaborado pelas autoras.

2.3. AMPLIFICACAO VIA PCR

As amplificacdes do DNA foram realizadas via PCR (Polymerase Chain Reaction),
utilizando 15 primers ISSR (Inter Sequence Simple Repeats), desenvolvidos pela
University of British Columbia (UBC), Vancouver, Canada. As reacdes foram realizadas
em um volume final de 10 uL, contendo: 2 uL de DNA (£ 20 ng), 1 uL de tampao 10x
(1M KCI; 1M Tris pH 8.3; 1M MqgCl;; 10% Tween 20), 2 pL de MgCl; (25 mM), 1,5 yL de
primer (0,2 mM), 2 uL dNTP (0,1 mM de cada dNTP), 0,5 yL DMSO, 0,1 uL de Taq
polimerase (5U/uL) e H,O milli-Q® até completar o volume (Tiago et al., 2016).

As reacdes foram conduzidas em termociclador Aeris, seguindo o programa descrito
por Silva et al. (2011), sendo: uma fase de desnaturacao inicial a 94°C por 4 minutos,
seguidas de 35 ciclos nas seguintes condi¢cdes: desnaturacao a 94°C por 30 segundos;
35 segundos para anelamento a 47 - 58,9°C (dependendo do primer utilizado) e
extensdo a 72°C por 2 minutos. Ja a extensao final foi realizada a 72°C por 7 minutos.

Os produtos da amplificacao foram separados por eletroforese em gel de agarose
1,5%, sendo corados com brometo de etidio (0,6 ng mL?), por 20 minutos e,
posteriormente, visualizados, fotografados e editados em transiluminador com luz UVB
LTB-20x20 STi, fotodocumentador e software L-Pix STi, respectivamente (Loccus
Biotecnologia®). Os tamanhos dos fragmentos amplificados (bandas) foram estimados,
por comparagao, com o marcador molecular KAPA Universal DNA Ladder (100 ng/uL)
(KK6302), sendo considerado para a analise estatistica apenas as bandas mais
consistentes e evidentes.
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2.4. ANALISE DE DADOS

Os fragmentos amplificados foram analisados visualmente para a construcao de uma
matriz bindria de presenca (1) e auséncia (0) de bandas. A partir da matriz, foi
calculada a porcentagem de polimorfismo para cada primer ISSR utilizando o nUmero
de bandas polimérficas e do niumero total de bandas (fragmentos).

Para estimar a eficiéncia em detectar polimorfismo, foi calculado o conteudo de
informacao polimérfica (PIC - Polymorphism Information Content) de cada primer, por
meio do numero de bandas amplificadas e a frequéncia das mesmas, conforme
proposto por Rezende et al. (2009).

O numero 6timo de fragmentos amplificados foi estimado pela andlise de bootstrap
(Manly et al., 1997), onde foi obtida a similaridade genética para cada par de
etnovariedades utilizando o programa GENES (Cruz, 2016).

A matriz de dissimilaridade genética entre cada par de individuos foi calculada por
meio do coeficiente de Jaccard (Meyer et al., 2004). As analises de agrupamento das
etnovariedades por meio dos métodos hierdrquicos UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method using Arithmetic Averages), WARD e Vizinho Mais Préoximo (Nearest Neighbor),
foram realizadas a partir da matriz de dissimilaridade, e a escolha do método mais
consistente foi baseada no coeficiente de correlacdo cofenética (CCC).

A anadlise de agrupamento a partir da distancia genética entre as etnovariedades foi
realizada pelo método de otimizacao de Tocher, utilizando a matriz de distancia
gerada pelo coeficiente aritmético de Jaccard. O dendrograma foi submetido ao ponto
de corte proposto por Mojena (1977). Para ambas andlises (UPGMA e Tocher) foi
utilizado o programa computacional GENES (Cruz, 2016).

Para andlise da estrutura genética das etnovariedades de mandioca, foi utilizado o
método Bayesiano aplicado pelo programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000).
Realizou-se vinte execucbes para cada valor de K (K4), sendo 200.000 interacodes
iniciais (burn-ins) e 500.000 simulacdes de Monte Carlo de cadeia de Markov (MCMC).
O K mais provavel foi definido pelos critérios de Pritchard e Wen (2004) e Evano et al.
(2005), sendo submetidos os resultados no software Structure Harvester (Earl;
Vonholdt, 2012).

As relacdes genéticas entre todas as etnovariedades avaliadas foram visualizadas
através da Andlise de Coordenadas Principais (PCoA), obtida por distancia genética,
usando o programa GenAlEx (Peakall; Smouse, 2006, 2012).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os quinze primers ISSR utilizados na amplificacdo das 30 etnovariedades de
mandioca, amplificaram um total de 190 fragmentos, dos quais 145 (76,32%)
apresentaram-se polimoérficos. O nimero total de fragmentos (NTF) variou entre 5
(UBC 815) e 18 (TriGTG5 e UBC 812) com média de 13 bandas por primer (Tabela 2).
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Tabela 2 - Primers ISSR utilizados na amplificacao de fragmentos de DNA de
30 etnovariedades de mandioca. Sequéncia de pb do primer (5' - 3’), temperatura de
anelamento (TA), numero total de fragmentos amplificados (NTF), nUmero de
fragmentos polimérficos (NFP), porcentagem de polimorfismo (%P) e
conteudo de informacao polimérfica (PIC).

Primer Sequéncia (5’ - 3’) TA (°C) NTF NFP %P PIC
DiGA5'CY *CY(GA)s 48,0 10 7 70,00 0,27
TriATG3'RC (ATG)sRC* 52,7 14 9 64,29 0,33
TriGTG5 (GTG)s 58,9 18 12 66,67 0,39
UBC 007 (GACA)sGC 52,7 17 15 88,24 0,44
UBC 811 (GA)sC 52,8 11 9 81,82 0,31
UBC 812 (GA)sA 40,0 18 17 94,44 0,52
UBC 815 (CT)sG 52,8 5 3 60,00 0,26
UBC 825 (AC)sT 51,4 9 8 88,89 0,33
UBC 826 (AC)sC 52,0 9 5 55,56 0,16
UBC 835 (AG)sYC* 51,0 15 13 86,67 0,44
UBC 844 (CT)sRC* 48,6 9 8 88,89 0,36
UBC 856 (AC)sYA* 51,0 13 8 61,54 0,29
UBC 868 (GAA)g 50,0 12 11 91,67 0,32
UCB 888 BDB(CA); 49,0 15 9 60,00 0,17
UBC 891 *HVH(TG), 47,0 15 11 73,33 041
Total 190 145 76,32 -

Média 13 10 75,47 0,33

Y =CouT,R=A0ouG;V=ACouG;H=A,CouT.
Fonte: Elaborado pelas autoras.

Os marcadores apresentaram um total de 76,32% de polimorfismo (145 bandas de
190), evidenciando que ha diversidade genética entre as etnovariedades avaliadas.
Resultados semelhantes foram encontrados por Figueredo et al. (2019), um total de
80,70% de polimorfismo, ao avaliarem 17 etnovariedades de mandioca utilizando oito
primers ISSR. Cuchi et al. (2022), por sua vez, ao utilizarem 15 primers ISSR em 19
etnovariedades de mandioca, encontraram 60,13% de polimorfismo. Isso demonstra a
eficiéncia dos primers ISSR na deteccao de polimorfismo para a espécie M. esculenta
Crantz.

O conjunto de primers utilizados neste estudo foi classificado, segundo Botstein et al.
(1980), como moderadamente informativo (0,25 < PIC < 0,50), pois o PIC médio foi de
0,33, sendo, portanto, indicado para outros estudos com a espécie. Destaca-se o
primer UBC 812 (Tabela 2), ja que foi considerado altamente informativo por
apresentar PIC = 0,50. O perfil eletroforético de 15 etnovariedades de mandioca
utilizando o primer UBC 835 esta representado na figura 3.
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Figura 3 - Amplificacdo do DNA gendmico de 15 etnovariedades de mandioca
utilizando o primer UBC 835. M= marcador. A seta verde indica os fragmentos
monomorficos, enquanto a seta vermelha indica os fragmentos polimérficos.

A

-

Fonte: Elaborado pelas autoras.

O numero 6timo de fragmentos amplificados para se estimar confiavelmente a
diversidade genética entre as 30 etnovariedades de mandioca foi de 90 fragmentos.
Por meio desse valor, a correlagao apresentou o total de 0,8434 (maximo 1) (Figura
4A) enquanto o estresse apresentou o valor 0,0504 (Figura 4B).

De acordo com Kruskal (1964), quando o valor de estresse é igual ou abaixo que 0,05,
as estimativas sao de alta precisao. Como no presente estudo, o valor de estresse foi
0,0504 e o numero de fragmentos amplificados encontrado (n = 190) foi bem acima
do estabelecido com numero 6timo (n = 90), pode-se, portanto, considerar que as
estimativas de diversidade genética que foram obtidas entre as etnovariedades de
mandioca apresentaram excelente precisao.

Figura 4 - Estimativas das correlacdes (A) entre as similaridades
genéticas pela analise bootstrap para nimeros crescentes de marcadores
ISSR polimérficos, e valores de estresse (B), indicando o nimero ideal de
fragmentos para as analises genéticas de M. esculenta (90 fragmentos).

A. B.

1.6 1 ——0.8438

Correlagéo
Estresse

0 \

0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Nimero étimo de bandas Niimero étimo de bandas

Fonte: Elaborado pelas autoras.
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A dissimilaridade genética entre as 30 etnovariedades de mandioca, estimados a
partir do complemento de Jaccard, apresentou distancias que variaram de 0,0696 a
0,3882 (Tabela 3).

Tabela 3 - Separacao dos pares de etnovariedades de mandioca de
acordo com a dissimilaridade e suas, respectivas, distancias genéticas.

Etnovariedades Distancia genética
SPEO1 e SPEO3 0,0696
o SPAQO1 e SPAQ2 0,0786
Similaridade
JACO03 e JACO5 0,1042
JACO1 e SPAQ7 0,1203
JACO06 e JACO7 0,1206
SPAO4 e SPE10 0,3882
Lo SPAQO4 e SPE11 0,3869
Dissimilaridade
JACO7 e SPAOS8 0,3855
SPA0O4 e SPE06 0,3824
JACO7 e SPAOG 0,3734

Fonte: Elaborada pelas autoras.

A menor distancia genética (0,0696) ocorreu entre as etnovariedades SPEO1 (Cacau
amarela) e SPEO3 (Vassourinha), ambas cultivadas no assentamento Sao Pedro no
municipio de Paranaita-MT. Ja as etnovariedades com maior distancia genética
(0,3882), ou seja, mais dissimilares geneticamente foram a SPA04 (Mandioca pao) e a
SPE10 (Mandioca cana roxa) cultivadas no assentamento de Carlinda e Paranaita,
respectivamente. De acordo com Araujo et al. (2019), quanto maior for o valor da
distancia entre os pares de acessos, mais dissimilares geneticamente sao esses
acessos, ja que a andlise foi gerada com base na dissimilaridade genética.

Entre os métodos de agrupamento testados (WARD, NN e UPGMA), foi selecionado o
método UPGMA por apresentar o maior coeficiente de correlacao cofenética (CCC),
menor estresse e distorcao (0,80; 11,17; e 1,25 respectivamente), sendo, portanto, o
método que melhor representou a diversidade genética existente entre as mandiocas
avaliadas (Tabela 4). De acordo com Tiago et al. (2016), dentre os métodos
hierarquicos disponiveis, geralmente o UPGMA é o que apresenta os valores mais altos
de CCC, gerando uma menor distorcao dos valores.

Tabela 4 - Coeficiente de Correlacao Cofenética (CCC), estresse e
distorcao dos Métodos Ward, Vizinho mais préximo (NN) e UPGMA.

WARD NN UPGMA
CCC 0,58** 0,74** 0,80**
Estresse (%) - 26,53 11,17
Distorcao (%) - 42,50 1,25

Fonte: Elaborado pelas autoras.
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No presente estudo, é possivel observar que o valor de CCC encontrado (0,80) foi
suficiente para a matriz de dissimilaridade, ja que de acordo com Rohlf (1970), valores
de CCC acima de 0,7 sao classificados como satisfatério, refletindo uma boa
concordancia entre as matrizes, enquanto valores inferiores a 0,7 demonstram que o
método é inadequado para resumir a informacao do conjunto de dados. Valores de
CCC satisfatorios também foram encontrados por Cuchi et al. (2022), Wolf et al. (2022)
e Pedri et al. (2019), ao avaliaram a diversidade genética da espécie Manihot
esculenta Crantz.

O dendrograma obtido pelo método de agrupamento UPGMA, ponto de corte de
85,68%, estabelecido por Mojena (1977), inferiu na formacao de cinco grupos distintos
entre as 30 etnovariedades (Gl, Gll, Glll, GIV e GV) (Figura 5). Nao hd ocorréncia de
duplicatas entre as etnovariedades avaliadas evidenciando a diversidade existente
dentro do acervo avaliado.

Figura 5 - Dendrograma obtido pelo método de agrupamento UPGMA, a
partir das medidas de dissimilaridades entre 30 etnovariedades de mandioca
utilizando o complemento aritmético do indice de Jaccard. CCC = 0,80;
Ponto de Corte = 85,68%; Estresse = 11,17; Distorcao = 1,25.

Meétodo de agrupamento : Ligagio Média Entre Grupo(UPGMA)
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Fonte: Elaborado pelas autoras.

O Grupo | (GI) foi o mais numeroso, representado por 24 das 30 etnovariedades de
mandioca avaliadas (80,00%). Neste grupo estdao presentes as etnovariedades com
maior similaridade genética (0,0696), SPEO1 (Cacau amarela) e SPEO3 (Vassourinha),
ambas cultivadas no assentamento Sao Pedro, no municipio de Paranaita.

O GII alocou as etnovariedades JAC06 (Roxinha) e JACO7 (Roxa), ambas cultivadas no
assentamento rural Jacaminho. J& os grupos trés (Glll) e cinco (GV) alocaram apenas
uma etnovariedade, a JAC09 (Cacau talo roxo) e SPA0O4 (Mandioca pao),
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respectivamente. Ja o GIV foi formado por duas etnovariedades, a SPA06 (Mandioca de
metro) e SPA08 (Mandioca amarela) ambas cultivadas no assentamento rural Sao
Paulo.

No dendrograma observa-se uma mistura de etnovariedades dos diferentes
assentamentos rurais, indicando que essas etnhovariedades apresentam alguma
caracteristica em comum, mesmo sendo de diferentes localidades. Isso confirma a
natureza de troca de material propagativo realizado entre diferentes agricultores, e
gue influencia a pouca estruturacdao geografica dos individuos de mandioca (Elias et
al., 2004; Siqueira et al., 2009; Pedri et al., 2021).

Essa troca de manivas entre os produtores possibilita o surgimento de novas
variedades, visto que o0s gendtipos presentes nas rogas ja passaram por um pProcesso
de selecao (Oler; Amorozo, 2017), as caracteristicas que surgem por meio dos
cruzamentos tém maiores chances de serem interessantes e permanecerem no acervo
do produtor. O conhecimento da diversidade das rocas de mandioca possibilita a
obtencao de variedades que atendam cada vez mais as demandas do consumidor,
além da promocdo de medidas que apoiem o produtor e o desenvolvimento
sustentavel da mandioca.

Além do agrupamento pelo método UPGMA também foi realizada a analise de
agrupamento utilizando o método de Tocher, baseado na matriz de dissimilaridade de
Jaccard, na qual, assim como o método UPGMA, também separou as 30
etnovariedades em cinco grupos (Tabela 5).

Tabela 5 - Agrupamento pelo método Tocher, baseado na matriz de
dissimilaridade de Jaccard a partir da analise molecular com os
marcadores ISSR das 30 etnovariedades de mandioca.

Grupos Genétipos

I SPEO1 SPEO3 SPEO4 SPEO9 SPEOS8 SPEO7 SPEO2 SPAO3
JAC11 SPEO5 SPEO6 JACO5 JACO4 SPE11 SPE10
SPAO7 JACO3 JACO02 SPAO2 JACO1 JAC10 SPAO1

Il JAC06 JACO7

n SPAO6 SPAO8 SPAO5 JACO8

v SPAO4

\Y JACO09

Fonte: Elaborado pelas autoras.

Os dois métodos de agrupamento (UPGMA e Tocher) foram capazes de evidenciar a
diversidade genética existente entre as 30 etnovariedades de mandioca cultivadas em
assentamentos rurais no norte de Mato Grosso. Ambos os métodos propiciaram a
formacao de cinco grupos entre as etnovariedades e apresentaram certa semelhanca
na separacao e definicao das etnovariedades mais divergentes (JAC09 - Cacau talo
roxo e SPA04 - Mandioca pédo). Essa semelhanca entre os agrupamentos também foi
observada no trabalho de Zuin et al. (2009) e Pedri et al. (2023) com a espécie M.
esculenta Crantz.
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A andlise bayesiana, obtida pelo programa Structure, dividiu as 30 etnovariedades em
dois grupos genéticos (K=2) (Figura 6A). As linhas verticais ao longo do eixo X
representam os individuos (etnovariedades) e os segmentos coloridos (vermelho e
verde) ao longo do eixo Y demonstram o coeficiente de associagao de cada individuo
atribuido a cada um dos K (Figura 6B).

Na analise bayesiana é possivel observar a presenca de introgressores nos dois grupos
avaliados, porém em maior intensidade na etnovariedade SPE10 do grupo vermelho
(Figura 6). A presenca de introgressores esta relacionada com os individuos que
apresentam cores diferentes na mesma barra de bar plot (Oliveira et al., 2023b). No
presente estudo, a ocorréncia de introgressao nas etnovariedades de mandioca foi
alta, considerando que apenas cinco etnovariedades do total avaliado, nao
apresentaram nenhuma proporcao de introgressdes, provenientes do outro grupo.

A presenca de introgressores evidencia novamente a variabilidade existente no
conjunto de etnovariedades estudadas. Esse compartilhamento de informacdes
genética entre os individuos garante que as caracteristicas ja existentes, como a alta
produtividade, sejam mantidas ao longo do tempo. Da mesma forma, a resisténcia a
pragas e doencas, presente em algumas variedades, é de grande interesse no
melhoramento genético, e a diversidade presente nas rocas possibilita a ampliacao

dessas qualidades na cultura da mandioca.

Figura 6 - A: Grafico de variacdo do Delta K obtido pela andlise bayesiana em
destaque para K=2 que melhor estima a estruturacao genética das etnovariedades de
M. esculenta; B: Agrupamento formado por 30 etnovariedades de mandioca com base

em 15 primers ISSR utilizando a analise bayesiana. Cada barra vertical representa
uma etnovariedade e a porcentagem de adesao a cada grupo (vermelho e verde).

A 18
14

10

Delta K

5 0 1 2 3 4 5
B Valor de K

SPEDS SPEO9 SPAOS SPAQ7 SPE10 SPEO6 SPEO1 SPA02  SPAO1  JACO7 JACO6 SPAO3 JAC10 SPE04  JACOB
SPAOS SPADG JACD5 SPAD4 SPEOS JAC11 SPEO3 SPE11 JACO3  JACO4  JACOL JACO2 JAC0S  SPEO7 SPE02

Fonte: Elaborado pelas autoras.
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A Anadlise de Coordenadas Principais (PCoA) foi consistente com a andlise bayesiana,
colocando as etnovariedades em dois grupos distintos, com os dois primeiros eixos
explicando 29,81% da variacao total, sendo que a maior parte as etnovariedades do
grupo vermelho, foram alocas nas extremidades (Figura 7).

Figura 7 - Dispersao grafica a partir da analise das coordenadas
principais das 30 etnovariedades de Manihot esculenta coletadas em
assentamentos rurais no norte do estado de Mato Grosso.

Principal Coordinates (PCoA)

®SPAOS
@ SPAD7
- SPE08
g SPAQB SPADL
3 SPE09 SPAOG & ® SPAO4
5 JACO1 < SPAO2
e JACO8 4 SPAO3 JACO3 oJACO4
] "8 o
§ SPE10 kN JACo2 S
o * JACO9| SPELL JAC06
SPE04 JAC10 SPEQ6
SPE07 JACO7 - JAC11
SPE0S
SPEO3  SPEO1

Coord. 1 (10,95%)

Fonte: Elaborado pelas autoras.

Resultados inferiores de PCoA foram encontrados por Tiago et al. (2019), ao avaliarem
29 etnovariedades de mandioca cultivadas no estado de Mato Grosso, utilizando
marcadores SSR, obtiveram valores para as duas Coordenadas Principais de 14,51%
da variacao total. No entanto, apesar do valor de PCoA ser distinto, os autores
obtiveram variacao genética entre as etnovariedades estudadas, assim como no
presente estudo.

As diferentes etnovariedades de mandioca mantidas pelos agricultores nos
assentamentos rurais é fundamental para promover a conservacdao e ampliacdo da
variabilidade genética da espécie. Além disso, a troca de manivas realizada entre os
agricultares € um dos fatores que contribuem para o aumento da diversidade dos
acervos (Figueredo et al., 2019; Tiago et al., 2019; Pedri et al., 2021). Isso ressalta a
relevancia dos agricultores na conservacdo da diversidade da espécie, garantindo a
sustentabilidade, o fortalecimento das comunidades rurais e a seguranca alimentar e
nutricional a longo prazo.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Ha diversidade genética entre as 30 etnovariedades de mandioca cultivadas nos trés
assentamentos rurais no norte do estado de Mato Grosso, com destaque para JAC09
(Cacau talo roxo) e SPA04 (Mandioca pao) como as mais divergentes dentro do acervo.
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Os assentamentos rurais sao importantes locais de conservacao on farm da mandioca,
pois contribuem para a manutencao da diversidade genética existente dentro da
espécie.

O estudo fornece informacdes relevantes para a tomada de decisOes estratégicas
sobre conservacao e uso sustentdvel da mandioca, além de contribuir para a
valorizacao das comunidades rurais.
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