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Resumo

O estado de Mato Grosso é considerado um dos centros de origem da mandioca, o que faz
com que haja elevada diversidade da espécie no estado. O objetivo deste estudo foi estimar
a diversidade genética das variedades de mandioca que compdem a colecao utilizada no
experimento sobre melhoramento participativo da mandioca para o norte do Mato Grosso,
usando marcadores moleculares ISSR. Folhas jovens de 16 variedades de mandioca foram
coletadas. O DNA de cada variedade foi extraido e as amplifica¢cdes foram realizadas via
PCR com 12 primers de ISSR. Posteriormente, a estimativa de dissimilaridade genética
entre cada par de individuos foi calculada. Os dados foram analisados com o auxilio do
programa Genes. Um total de 104 fragmentos foi amplificados revelando um total de 100%
de polimorfismo. As variedades menos dissimilares foram 08GUA e 09SNP e os mais
dissimilares, 01NM e 11SNP. No dendrograma UPGMA foi possivel verificar a formacgéo de
trés grupos. H& diversidade genética entre as variedades de mandioca avaliadas neste
estudo, demonstrando que tanto a troca de manivas pelos produtores, quanto 0 processo
reprodutivo da espécie favorecem o aumento e manutengéo da variabilidade genética entre
as diversas variedades de mandioca cultivadas.

Palavras-Chave: Manihot esculenta, ISSR, variabilidade, recurso genético.

Genetic diversity in participatory cassava improvement for northern Mato Grosso

Abstract

The state of Mato Grosso is considered one of the centres of origin of cassava, which means
that there is a high diversity of the species in the state. The aim of this study was to estimate
the genetic diversity of the cassava varieties that make up the collection used in the
experiment on participatory cassava improvement for the north of Mato Grosso, using ISSR
molecular markers. Young leaves of 16 cassava varieties were collected. DNA from each
variety was extracted and amplifications were carried out via PCR with 12 ISSR primers.
Subsequently, the estimate of genetic dissimilarity between each pair of individuals was
calculated. The data was analysed using the Genes software. A total of 104 fragments were
amplified, revealing a total of 100% polymorphism. The least dissimilar varieties were 08GUA
and 09SNP and the most dissimilar were 01NM and 11SNP. The UPGMA dendrogram
showed the formation of three groups. There is genetic diversity among the cassava varieties
evaluated in this study, demonstrating that both the exchange of manioc by producers and
the reproductive process of the species favour the increase and maintenance of genetic
variability among the various varieties of cassava grown.

Key-words: Manihot esculenta, ISSR, variability, genetic resource.



19

. ._ Xlll Jornada Cientifica da Embrapa Agrossilvipastoril
30 de agosto de 2024 - Auditdrio da Embrapa Agrossilvipastoril

Introducédo

A mandioca é amplamente cultivada em todo o territério brasileiro, abrangendo
regibes desde o norte ao sul do pais. No entanto, é importante destacar que seu cultivo é
predominantemente realizado por agricultores familiares, em areas periféricas a agricultura
convencional, em razdo da sua rusticidade e da capacidade de produzir consideravelmente
bem em condi¢des desfavoraveis para outras culturas (Silva, 2016).

De maneira geral, a producdo de alimentos no Brasil, sdo notavelmente asseguradas
pelos agricultores familiares, responsavel por mais da metade da producdo de diversos
produtos agropecuarios, incluindo a mandioca (69,56%) (IBGE, 2019; Teixeira, 2022). O
estado de Mato Grosso, cuja economia é predominantemente agricola, caracteriza-se pela
expansao do agronegdcio, que vem crescendo a cada ano. No entanto, esse fato pode
trazer impactos significativos para a diversidade de outras culturas, como a mandioca, uma
vez que, o estado ja vendo perdendo posi¢gfes na sua produgéo, ocupando atualmente a 182
posicéo (IBGE, 2024).

Como Mato Grosso € considerado um dos centros de origem da mandioca, o que faz
com que haja elevada diversidade da espécie no estado (Carrasco et al.,, 2016) séo
necessarios estudos que visem a caracterizacdo da diversidade da espécie, para dar
subsidios aos programas de conservacédo, e assim contribuir para reducdo dos impactos da
perda da diversidade da mandioca na regido. Para tanto, diversas ferramentas podem ser
utilizadas para estimar a divergéncia de um acervo, dentre eles os marcadores moleculares
(Tiago et al., 2016; Figueredo et al., 2019; Wolf et al., 2022), os quais tem sido utilizado com
frequéncia em estudos de diversidade, pois permitem a identificagéo de individuos e analise
de materiais de interesse (Siqueira, 2008).

Para tanto, objetivou-se neste estudo estimar a diversidade genética das variedades
de mandioca que integram o acervo usado no projeto “Melhoramento participativo para o

Norte do Mato Grosso”, por meio de marcadores moleculares ISSR.

Material e métodos
Coleta do material foliar

Foram coletadas folhas jovens das 16 variedades de mandioca do experimento
instalado em Claudia, MT, no Assentamento 12 de Outubro. As variedades sdo: Amarelinha
(01NM), Cascatinha (02NM), Branca (03LRV), Amarela (04NM), Branca (05SOR), Mandioca
de Fritar (06SOR), Mandioca Branca (07PXT), Castelinha (08GUA), Pado (09SNP), Talo
Vermelho (10SNP), Cuiabana (11SNP), Cacau Roxa (12AF), Mandioca P&o (13AF), Cacau
Amarela (14AF), Amarela (15AF), Cacau (16CLD).

O material foliar foi identificado em campo, com seu respectivo coédigo e

acondicionado em saco pléastico tipo ziploc contendo silica gel e levado ao Laboratério de
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Microbiologia, Biologia Molecular e Fitoquimica da Embrapa Agrossilvipastoril, Sinop, MT e

armazenado em freezer a -20°C, até a extragcdo do DNA. A pesquisa foi registrada na
plataforma SisGen com o numero A3DF14E.

Extracdo e quantificacdo do DNA

A extracdo de DNA foi de aproximadamente 100 mg de tecido foliar com base no
protocolo de CTAB (Brometo de Cetil Trimetil Amoénio) descrito por (Doyle; Doyle, 1990). A
concentracdo do DNA extraido foi estimada por espectrofotometria (NanoDrop 2000 -
ThermoScientific) e sua integridade verificada em eletroforese em gel de agarose a 1%
corado com GelRed (Biotium, Hayward, EUA). ApOs a quantificacdo, o DNA foi diluido a

concentracao de 20 ng/pL e estocado a -20°C para as posteriores amplificagoes.

Reacbes de Amplificacéo e Eletroforese

Foram testados 16 primers ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) para a
amplificacdo do DNA. Apos testes de amplificacdo, foram selecionados 12 primers que
resultaram em maior polimorfismo e nimero de bandas para caracterizacdo molecular das
16 variedades de mandioca.

As amplificacdes do DNA via PCR (Polymerase Chain Reaction) foram realizadas em
um volume 20 pL: 2 uL de DNA (x 20 ng), 2 pL de buffer 10x (500 mM KCI; 100 mM Tris-
HCL pH 8.3; 15 mM MgCl,; 0,01% gelatin), 3 yL de primer (2 mM), 2,0 uL dNTP (0,1 mM de
cada dNTP), 0,2 uL de Taq polimerase (5U/pl) e 10,8 uL de H20 mili-Q® para completar o
volume. As reacbes de amplificacbes foram conduzidas em termociclador modelo T100
“Thermal Cycler”, seguindo o programa proposto por Silva et al. (2011). Os produtos da
amplificacao foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, com tampao TAE
0,5X, voltagem constante de 60 V por trés horas e visualizados em um transiluminador de
luz ultravioleta L-PIX Image (Loccus Biotecnologia), corados com GelRed (Biotium) e

fotodocumentados.

Fragmentos amplificados e analise dos dados

Os produtos amplificados foram designados como um (nico carater, no qual a
presenca foi representada por “1” e a auséncia por “0”. Os marcadores ISSR foram entao
convertidos em uma matriz binominal (0/1). A partir da matriz binéria foi determinado nimero
total de fragmentos amplificados (NTF), numero de fragmentos polimoérficos (NFP),
porcentagem de polimorfismo (%P) e indice de conteddo polimérfico (PIC).

A estimativa de dissimilaridade genética entre cada par de individuos foi calculada
por meio do coeficiente de Jaccard utilizando-se o indice do complemento aritmético, em

seguida os individuos foram agrupados pelo método de ligagdo média entre grupos
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(UPGMA) com o ponto de corte do dendrograma estimado por meio de Mojena (1977). As
analises foram realizadas com auxilio do programa GENES v. 1990.2022.24 (Cruz, 2016).

Resultados e discusséo

Os resultados da Tabela 1 mostram que todos os primers utilizados produziram
100% de fragmentos polimorficos, indicando uma alta variabilidade genética entre as
variedades estudadas. O numero total de fragmentos amplificados (NTF) foi de 104,
variando de 5 a 15, enquanto o numero de fragmentos polimoérficos (NFP) correspondeu ao
namero total de fragmentos em cada caso, reforcando o potencial discriminatério dos
primers.

O indice de conteudo polimoérfico (PIC), que é um indicador da diversidade alélica
detectada por cada primer, apresentou valores elevados, variando entre 0,83 e 0,97 com
média de 0,92. O primer UBC 825 destacou-se com o maior valor de PIC (0.97), enquanto o
primer DIGGA5-CR apresentou o menor valor (0.83), sugerindo uma variagdo na
capacidade de detectar diversidade genética entre os primers. Em comparacdo a estudos
anteriores, como o de Figueredo et al., (2019) observaram que o PIC variou de 0,37 a 0,73,
com média de 0,52, sendo os primers UBC 891, UBC 840 e UBC 807 os mais informativos.
Tiago et al. (2016) relataram valores de PIC que variaram entre 0,04 e 0,61, com média de
0,39, destacando o alto poder discriminativo da técnica de ISSR-PCR em estudos de
variabilidade genética em mandioca. Os resultados apresentados sdo consideravelmente
superiores as médias relatadas nas pesquisas anteriores, demonstram eficiéncia dos

primers utilizados e variabilidade nas variedades de mandioca estudadas.

Tabela 1 - Primer utilizados nas amplificag6es em 16 variedades de mandioca. Numero total
de fragmentos amplificados (NTF), nimero de fragmentos polimorficos (NFP), porcentagem
de polimorfismo (%P), indice de conteudo polimdrfico (PIC)

Primer NTF NFP %P PIC

UBC 809 — DIAG3-G 7 7 100 0.96
UBC 810 — DiGA3-T 5 5 100 0.90
UBC 811- Di(GA)83'C 13 13 100 0.94
UBC 814 — DiCT3-A 8 8 100 0.96
UBC 822 — DIiTC3-A 10 10 100 0.94
UBC 825 — DIAC3-T 15 15 100 0.97
UBC 835- Di(AG)83'YC 5 5 100 0.85
UBC 842 — DIGA3-YG 10 10 100 0.93
UBC 861 — TriACC 7 7 100 0.96
UBC 866 # TriCTC 6 6 100 0.91
UBC 890 — DiGT5-VHV 8 8 100 0.87
DIGGA5-CR 10 10 100 0.83

*Temperatura de Anelamento

Os valores de dissimilaridade genética variaram de 0,3636 a 1,0000. As variedades

menos dissimilares geneticamente foram Castelinha (08GUA) e Pao (09SNP). A maior
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distancia genética foi apresentada para as variedades Amarelinha (0O1INM) e Cuiabana
(11SNP). No dendrograma UPGMA apresentado na Figura 1, € possivel verificar o
agrupamento entre as diferentes variedades de mandioca avaliadas. Os ramos mais
proximos indicam similaridade entre as variedades, j& os mais distantes, dissimilaridade. O
método de agrupamento hierarquico possibilitou, com um corte realizado na distancia de
97,88%, com base no critério de Mojena (1977) a formacdo de trés grupos de
dissimilaridade, sendo o grupo | constituido por seis variedades, dentre elas as de maior
similaridade. J&4 os demais grupos (Il e Ill) foram formados por trés e sete variedades,
respectivamente. Pedri et al. (2024) utilizando de marcadores moleculares para avaliacdo da
diversidade genética de variedades locais de mandioca constatou a formagédo de quatro
grupos, sendo os grupos | e lll concentrando a maior parte das variedades, assim como
também verificado neste estudo. Deste modo verifica-se que a técnica permite agrupar em
um mesmo ramo do dendrograma variedades que apresentam uma caracteristica ou
conjunto de caracteristica em comum, conforme destacado entre as variedades 08GUA e

09SNP (Silva et al., 2024).

Método de agrupamento : Ligagio Média Entre Grupo(UPGMA)

08GUA
09SNP
10SNP

12AF

07PXT J
16CLD
04NM
06SOR
01NM

02NM
03LRV
05SOR

13AF
14AF
15AF

1SNP ]

0 10 20 30 0 50 60 70 80 90 100
0 08 A7 26 35 A4 53 62 il 8 88

Figura 1 - Dendrograma obtido pelo método UPGMA e complemento aritmético do indice de
Jaccard como medida de dissimilaridade em 16 variedades de mandioca por meio de 12
marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats).
Concluséo

Ha diversidade genética entre as variedades de mandioca avaliadas neste estudo,
sendo as variedades Amarelinha (0LNM) e Cuiabana (11SNP), as mais divergentes
geneticamente, demonstrando que tanto a troca de manivas pelos produtores, quanto o
processo reprodutivo da espécie favorecem o aumento e manutencdo da variabilidade

genética entre as diversas variedades de mandioca cultivadas.
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