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APRESENTACAO

O E-book “Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3” &
composto por 32 capitulos. Nesse volume, sdo abordados distintos topicos nas
areas de biotecnologia, citologia, genética, saude humana, educacao, importancia
de condicbes ambientais que as espécies estédo inseridas, bem como, potenciais
espécies invasoras que podem ser nocivas ao meio ambiente. No cenario atual de
mudancas ambientais correntes e avancgos tecnolégicos € extremamente importante
0 uso adequado de técnicas em cada area. Interacdes entre espécies séo dificeis
de serem mensuradas na natureza. Mutualismo é um tipo de relagdo simbibtica
essencial, em que ambos 0s organismos se beneficiam na relacdo. Estudos que
abordam essa tematica sdo muito relevantes para compreensédo da relacédo de
dependéncia ou ndo que os organismos estabelecem para se manterem em um
determinado ambiente.

O E-book também traz capitulos que abordam estratégicas didaticas para
alunos da educacéo basica e da graduacao. O ensino de ciéncias precisa ser cada
vez mais divulgado e exige interatividade e criatividade para seu sucesso em sala de
aula, o uso de modelos confeccionados ou a prépria producéo de material manual
pode auxiliar no aprendizado dos jovens.

O tema sobre saude humana se encontra em pauta trazendo o uso de células
tronco para recuperacdo do tecido lesionado por queimadura, esse € um avanco
que pode ser continuadamente avaliado. Outro fator essencial associado a saude
humana é a manipulacédo de produtos altamente comercializaveis, como acai na
regido amazonica, o qual sugere a pasteurizagdo como tratamento térmico pelas
industrias produtoras.

As aplicagcbes de técnicas adequadas de biotecnologia que envolvem transgenia,
genética com a busca de marcadores e melhoramento genético e parasitologia
sao extremamente importantes para uso de produtos eficazes em diversas areas.
Adicionalmente, analises citogenéticas, histoquimicas e toxicoldégicas fornecem
informacdes que sédo relevantes e inovadoras para contemporaneidade.

Convidamos os leitores a lerem os capitulos desse livro com muita atencgao,
e desejamos que cada conteudo abordado aqui seja util na vida académica. A
linguagem acessivel e no idioma portugués facilita o acesso tanto para grupos de
pesquisas como para jovens pesquisadores da area cientifica.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
Lenize Batista Calvao
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CAPITULO 14
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RESUMO: Os marcadores genéticos tém
aplicacédo importante na caracterizacdo da
diversidade dos recursos genéticos, pois
permitem quantificar a diversidade genética,
estimar a endogamia e caracterizar novas
espécies. Portanto, o objetivo deste estudo foi
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avaliar a estrutura genética de etnovariedades de mandioca cultivadas no municipio
de Alta Floresta, MT, por meio de marcadores microssatélites. Um total de 29
etnovariedades de mandioca foram coletadas. A extragdo do DNA seguiu protocolo de
CTAB. As reacbes de amplificacéo foram realizadas com 15 primers SSR marcados
com fluorescéncia. Os dados obtidos foram analisados pelo programa Structure e
GenAlEx. O numero mais provavel de grupos que contribuiram para a composicéo
genética dos cultivos de mandioca foi verificado pelo AK, indicando a formag&o de dois
grupos geneéticos distintos entre as etnovariedades. A anélise de variancia molecular
(AMOVA) revelou 99% de variagcao dentro dos grupos obtidos com a analise do Structure
(K1 e K2). A baixa variacédo entre os grupos (1%) também ser confirmada pelo Fst,
com valor de 0,009. A analise de Coordenadas Principais (PCoA) contribuiu com os
resultados encontrados na analise de estrutura populacional. A PCoA1 explicou 8,13%
da variacao genética, seguido da PCoA2 com 6,38%. Juntas explicaram 14,51% da
variacdo genética. As etnovariedades de mandioca cultivadas no municipio de Alta
Floresta, Mato Grosso apresentam estruturagdo genética. H4a variabilidade genética
intragrupos, indicando que as etnovariedades cultivadas em rogas constituem uma
forma de recurso genético que deve ser conservada, pois apresentam potencial para
serem utilizadas em programas de melhoramento.

PALAVRAS-CHAVE: Manihot esculenta; Microssatélites; Recursos genéticos.

GENETIC STRUCUTURE OF CASSAVA CULTIVATED IN THE AMAZON
NORTHERN MATO GROSSO

ABSTRACT: The genetic markers have important application for characterization of the
genetic resources diversity. They are used for estimation genetic diversity, inbreeding
and characterization of new species. In this study, we analyzed the genetic structure
of cassava landraces that are cultivated in Alta Floresta, Mato Grosso State (MT). We
collected 29 landraces. The DNA extraction followed CTAB protocol. The amplification
reaction were performed using 15 SSR primers labeled by fluorescence. Date were
analyzed using Structure and GenAlEx programs. The landraces were clustered
into two genetic group, such as it was indicated by AK (the more probable number
of groups). The analysis of molecular variance (AMOVA) revealed 99% of variation
are within groups (K1 e K2), which were obtained by analysis of Structure. The low
variation between groups (1%) was supported by Fst (0.009). The principal coordinates
analysis (PCoA) contributed with findings in population structure analysis. The PCoA1
and PCoA2 explicated 8.13% and 6.38% of the genetic variation, respectively; they
together explicated 14.51% of the genetic variation. The cassava landraces, that
are cultivated in Alta Floresta, MT, have genetic structure. There is genetic variability
intragroup, thus the landraces, which grown on farms, are a kind genetic resources that
should be conserved because they have potential for use in breeding program.
KEYWORDS: Manihot esculenta, Microsatellites, Genetic Resources.
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11 INTRODUGAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) pertence a familia Euphorbiaceae,
sendo a unica espécie cultivada dentro do género Manihot com 98 espécies ja
identificadas, seu centro de domesticacao inclui as regides de Tocantins, Goias,
Mato Grosso, Rondbnia e Acre (NASSAR et al., 2008; OLSEN & SCHAAL, 1999;
ALLEN, 1987).

Amandioca é cultivada em praticamente todas as regides e representa a segunda
mais importante fonte de amido no Brasil (FIORDA et al., 2013). Atualmente, o Brasil
encontra-se em quarto lugar entre os maiores produtores mundial de mandioca,
ficando atras da Nigéria, Tailandia e Indonésia (FAO, 2016).

A alta produtividade de mandioca esta atrelada a disponibilidade de inUmeras
etnovariedades, que em sua maioria, sao cultivadas por agricultores familiares em
suas rocas (EMBRAPA, 2014). As rogas, sob o pronto de vista genético, constituem
uma importante fonte de diversidade genética, além de serem fontes de novos
materiais genéticos, conhecidas como variedades tradicionais ou etnovariedades
principalmente para caracteristicas especificas ndo encontradas nos materiais
melhorados (FARALDO et al., 2000).

O nuamero de variedades com diferentes caracteristicas morfoldgicas é dado
pela sua heterozigosidade, favorecida pelos cruzamentos naturais intra-especificos
e propagacao vegetativa (LORENZI, 2003). Pela significativa diversidade que
se encontra neste sistema de cultivo, diversos trabalhos tém sido realizados,
apresentando resultados com valores consideraveis de diversidade genética
(GONGCALVES et al., 2017; SOUZA SILVA et al., 2016; COSTA et al., 2013).

Os marcadores genéticos tém importante aplicacdo na caracterizacdo da
diversidade dos recursos genéticos, pois permitem quantificar a diversidade genética,
estimar a endogamia, caracterizar novas espécies e avaliar o historico de dispersao
(FREELAND, 2005). Dentre os marcadores disponiveis, destaca-se os microssatélites
que séo densamente encontrados nos genomas dos eucariotos, 0s quais consistem
em um a seis nucleotideos repetidos em tandem, além de sua natureza codominante
que permite a separacdo de individuos homozigotos de heterozigotos (BOREM &
CAIXETA, 2016).

Portanto, objetivou-se neste estudo avaliar a estrutura genética entre 29
etnovariedades de mandioca cultivadas no municipio de Alta Floresta, MT, por meio

de marcadores microssatélites.

2 | MATERIAL E METODOS

Durante o desenvolvimento do trabalho realizou-se visitas a campo nas
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propriedades rurais no municipio de Alta Floresta-MT, para um levantamento
das etnovariedades de mandioca cultivadas nas rogas dos agricultores. No
decorrer da pesquisa foi selecionado o maior numero possivel de etnovariedades,
desconsiderando os individuos denominados pelo mesmo nome, ou seja, as
etnovariedades duplicadas. Foram coletadas folhas jovens das 29 etnovariedades
de mandioca selecionadas nas rocas dos agricultores (Tabela 1). O material coletado
foi inserido em tubos de polipropileno de 2,0 mL, contendo tamp&o de carregamento
(1 mL de solugcdo saturada de NaCL-CTAB, 70g de NaCL, 3g de CTAB dissolvido
em 200 mL de agua destilada) (Figura 1A e 1B) e armazenado em geladeira (4°C)
no Laboratorio de Genética Vegetal e Biologia Molecular (GenBioMol) do Centro de
Pesquisa e Tecnologia da Amazénia Meridional (CEPTAM), Universidade do Estado
de Mato Grosso (UNEMAT), campus de Alta Floresta, MT para posterior extracéo de
DNA.

Para extracdo do DNA (Figura 1C e 1D) utilizou-se de aproximadamente 100
mg de tecido foliar, de acordo com o método de CTAB (Brometo de Cetil Trimetil
Amoénio), descrito por DOYLE & DOYLE (1990), com modificacbes: Tampao STE
(130 g de sacarose, 4,5 mL de Tris HCI 1M, 15 mL de EDTA 0,5M, completando o
volume com agua destilada para 1500 mL) (BHATTACHARJEE et al., 2009) para
macerar as folhas ao invés de nitrogénio liquido, aumento da concentracdo de
polivinilpirrolidona (PVP) de 1% para 2% e de 3-mercaptoetanol de 0,2% para 2%
no tamp&o de extracéo, além da reducéo do tempo de incubagao a 65°C de 60 min.
para 30 min. A verificacdo do DNA extraido foi realizada por meio de eletroforese em
gel de agarose 1% corado com gel Red (Figura 1E e 1F), ap6s a quantificacao do
DNA extraido em um Nanodrop 2000 (Figura 1G) procedeu-se uma diluicao de todas
as amostras a uma concentracéo de 100 ng/uL.

Cabdigo Etnovariedade Origem/Localidade
AFCR1 Cacau Roxa Alta Floresta
AFCA2 Cacau Arara Alta Floresta
AFMC3 Mandioca Cenoura Alta Floresta
AFCB4 Cacau Branca Alta Floresta
AFCP5 Cacau Pinheiro Alta Floresta
AFMP6 Mandioca Pao Alta Floresta
AFMV7 Mandioca Vassourinha Alta Floresta
AFBC8 Branca Comum Alta Floresta
AFMA9 Mandioca de Ano Alta Floresta
AFME10 Mandioca Eucalipta Alta Floresta
AFBBA11 Branca do Baiano Alta Floresta
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AFBBB11 Branca do Baiano Alta Floresta
AFCA12 Cacau Amarela Alta Floresta
AFMAI13 Mandioca Amarela | Alta Floresta
CAMAII14 Mandioca Amarela Il Carlinda
AFMFSC16  Mandioca de Fritar sem Cozinhar Alta Floresta
PRMAIII17 Amarela lll Parana
BAAB18 Amarela da Bahia Bahia
AFMFR19 Mandioca da Folha Roxa Alta Floresta
AFM3M20 Mandioca 3 meses Alta Floresta
AFCC21 Cacau Copinha Alta Floresta
AFMFII22 Mand.fritar s/cozinhar I Alta Floresta
AFMAFF23 Mandioca Amarela Folha Fina Alta Floresta
AFMP24 Mandioca Péssego Alta Floresta
AFMB25 Mandioca Batatinha Alta Floresta
AFMP26 Mandioca Pramuquem Alta Floresta
BAMBPB27 Mandioca da Bahia (polpa branca) Bahia
AFA28 Antena Alta Floresta
AFP29 Paraguaia Alta Floresta

Tabela 1. Etnovariedades de mandioca coletadas no municipio de Alta Floresta, MT.

Figura 1. Extragcdo de DNA e amplificagédo via PCR das etnovariedades de mandioca. A e
B) Coleta de material foliar nas rogas dos agricultores em tampao de carregamento; C e D)
Extragcdo de DNA; E) Quantificagcdo do DNA extraido; F e G) Eletroforese em gel de agarose 1%
e DNA extraido.

As reacOes de amplificagdo foram realizadas das 29 amostras com 15 primers
SSR (CHAVARRIAGA-AGUIRRE et al., 1998; MBA et al., 2001), marcados com as
fluorescéncias 6-FAM e HEX, em um volume final de 10 pyL (Figura 2A). Em seguida
as amostras foram colocadas em placas, identificadas e enviadas ao Centro de
Estudo do Genoma Humano e Células Tronco, Universidade de Sao Paulo (USP).
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As genotipagens dos microssatélites foram realizadas em eletroforese capilar no
Analisador Automatico de DNA ABI 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, Califérnia, USA).

Posteriormente, o tamanho dos fragmentos amplificados foi determinado por
comparag¢ao com um DNA de tamanho conhecido Rox 500 (APPLIED BIOSYSTEMS)
utilizando o programa GeneMarker (v. 2. 6. 3) (Figura 2B e 2C).

[ Primer 13 GA136 ]

158 160 182 164 166 168 170 172 174 176 178

15,000
10,000 i
5,000

| PRIMER 6 GAGGS |
130 135 140 14 150

10,000

-y M
(v}

Figura 2. Amplificagédo via PCR utilizando primers microssatélites. A) Visualizagdo da qualidade
das amostras amplificadas para genotipagem em gel de agarose 1,5%; B e C) Picos de
fluorescéncia emitidos pela marcacao HEX (verde), individuo homozigoto, loco GA136 e FAM
(azul), individuo heterozigoto, loco GAGGS.

O programa “Structure” versao 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000), baseado no
modelo de agrupamento Bayesiano, foi utilizado para inferir namero de grupos (K),
usando Markov chain Monte Carlo (MCMC). Para determinar o melhor K encontrado
na populacao utilizou-se do arquivo de saida do “Structure” baseado no STRUCTURE
HARVEST (EARL & VONHOLDT, 2012) determinado pelo AK.

Com os dados particionados em dois grupos (K=2), conforme obtido pelo
programa Structure, foi possivel realizar uma Anélise de Variancia Molecular
(AMOVA) para revelar a distribuicao da diversidade genética dentro e entre os grupos
de etnovariedades de mandioca. A Analise da Coordenadas Principais (PCoA), foi
utilizada para demonstrar a distancia genética entre os individuos da populacao pela
representacéo grafica, permitindo a visualizagdo da estruturagéo genética entre os
individuos e populagdes amostradas. Tanto a Amova quanto a PCoA foram realizadas
com o auxilio do programa GenAlEx 6.5 (PEAKALL & SMOUSE, 2012).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero mais provavel de grupos que contribuiram para a composi¢ao genética
dos cultivos de mandioca foi verificado pelo AK, indicando a formacé&o de dois grupos
genéticos distintos entre as amostras avaliadas (Figura 3). O grupo | constituiu-se de
dezoito etnovariedades e o grupo Il de onze etnovariedades de mandioca.

Goncalves et al. (2017) estudando a diversidade genética de cinquenta e um
acessos tradicionais de mandioca doce em quatro municipios do estado de Minas
Gerais, revelou a formacgéo de quatro grupos distintos, de acordo com o AK, sendo
observada mistura entre as quatro subpopulagdes formadas. Assim como também
constatado neste estudo, onde o grupo verde teve uma mistura do grupo vermelho e
vice-versa. Apesar de todos os 29 individuos terem sido coletados no municipio de
Alta Floresta, quatro amostras tém como procedéncia o municipio de Carlinda-MT
(CAMAII14) e os estados do Parana (PRMAIII17) e Bahia (BAAB18 e BAMBPB27),
sendo que trés das quatro ficaram alocadas no grupo Il (verde).
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Figura 3. Agrupamento das 29 etnovariedades de mandioca obtidos por meio do programa
“Structure” utilizando 15 primers SSR, assumindo K=2 (grupos).

O resultado da AMOVA revelou que a maior diversidade genética ocorre dentro
dos grupos obtidos com a analise do Structure (99%) (Tabela 2), sugerindo que ha
variabilidade a ser explorada em cada um dos referidos grupos, ou seja nas rogas
dos agricultores pesquisados.

Costa et al. (2013), avaliando a diversidade genética e estrutura populacional
de mandioca doce encontrou valor de 77% de variacéo dentro dos grupos. A baixa
variacdo entre os grupos (1%) também pode ser confirmada pelo Fst, que estima
a diferenciacao genética entre os grupos (WRIGHT, 1978). Neste estudo o valor
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de Fst foi de 0,009, que de acordo com a classificacdo de Hartl & Clarck (2010) é
considerada como pequena diferenciagdo genética.

Fonte de Variacao GL' SQ2 cvs VT (%)* Valor de P° Fst®

Entre grupos 1 22,315 0,183 1% <0,098 0,009
Dentro de grupos 27 532,858 19,735 99%
Total 28 555.172 19.919 100%

Tabela 2. Analise de variancia molecular (AMOVA) entre os 29 individuos de etnovariedades
de mandioca divididos em duas populagdes de acordo com o resultado obtido pelo programa
“Structure”.

'GL, grau de liberdade; 2SQ, soma dos quadrados; *CV, componentes de variancia; *VT, variancia total; °P,
probabilidade de significancia e °Fst, indice de fixagcao entre populacgdes.

A andlise de Coordenadas Principais (PCoA) contribuiu com os resultados
encontrados na analise de estrutura populacional, separando os individuos em
grupos. APCoA revelou a formacéo de seis grupos, com mistura dos individuos entre
0S grupos, assim como revelado no programa Structure, bem como pela AMOVA que
revelou uma baixa diferenciagdo entre os grupos.

A primeira coordenada (PCoA1) explicou 8,13% da variacao entre os individuos
(Figura 4), seguido da segunda (PCoA2) com 6,38% do total da variagdo. Juntas as
duas coordenadas, PCoA1 e PCoA2, foram capazes de explicar 14,51% da variagao
genética existente entre as etnovariedades amostradas. Os pontos mais distantes
na figura sdo considerados os acessos mais divergentes e os mais proOximos, 0s
mais similares entre si.

Costa et al. (2013) pesquisando 66 acessos de mandioca doce no estado do
Parand, obteve valores para as duas Coordenadas Principais de 53,25% da variacao
total. Ferreira (2014), trabalhando com 61 acessos de mandioca de mesa, em
Campo Grande, MS, acumularam 53,34% da variacéo genética. Ambos os trabalhos
apresentaram valores diferentes ao encontrado nesta pesquisa para o resultado
da PCoA, porém todos os autores obtiveram variacdo genética entre 0os acessos
estudados, assim como neste trabalho.
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Figura 4. Analise de Coordenadas Principais de 15 primers SSR, indicando 14,51% de
diversidade genética entre 29 etnovariedades de mandioca coletadas no municipio de Alta
Floresta, MT.

41 CONCLUSAO

As etnovariedades de mandioca cultivadas no municipio de Alta Floresta, Mato
Grosso apresentam estruturacdo genética. Ha variabilidade genética intragrupos,
indicando que as etnovariedades cultivadas em rocas constituem uma forma de
recurso genético que deve ser conservada, pois apresentam potencial para serem
utilizadas em programas de melhoramento. Os agricultores familiares, ao realizar
introducéo e troca de material vegetal, atuam como mantenedores da diversidade
local.
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