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RESUMO

O conhecimento da diversidade genética de etnovariedades de mandiocas é
importante para fins de conservacao de recursos genéticos e uso em programas
de melhoramento. A mandioca é uma espécie que apresenta multiplas
funcionalidades, € essencial em aspectos alimentares, culturais, ambientais e
econdmicos. Sua relevancia ultrapassa as fronteiras nacionais, sendo um
importante recurso para fins de seguranca alimentar e desenvolvimento
sustentavel. Nesse estudo objetivou-se avaliar a diversidade genética de
amostras de DNA desse tubérculo a partir de um marcador cloroplastidial. Foram
avaliadas 96 etnovariedades oriundas de 16 municipios localizados nos estados
do Mato Grosso e Amazonas, Brasil. Uma sequéncia das regides trnT-trnL do
genoma de cloroplasto foi analisada para estimar o numero de haplétipos (H), a
diversidade haplotipica (Hd), a diversidade nucleotidica (pi) € o nimero de sitios
polimorficos (S). Os testes de neutralidade seguiram os métodos D de Tajima e
Fs de Fu para o conjunto de dados. Uma rede de haplétipos e dendrograma
(método UPGMA) foram elaborados. Os valores de diversidade genética
apresentaram diversidade haplotipica e nucleotidica. Foram encontrados nove
haplotipos formados a partir de dez sitios polimorficos. Os resultados indicam
que as etnovariedades estudadas apresentam mutacbes que podem ser
ocasionadas pela forma de reproducdo da espécie, os testes de neutralidade
apontam para uma recente expansao populacional o que evidencia a importancia
da conservacdo das variedades de mandiocas e estudos mais aprofundados
utilizando o genoma cloroplastidial.

Palavras-chave: DNA de Cloroplasto. M. esculenta. Conservagédo. Diversidade
Genética.

ABSTRACT

Knowledge of the genetic diversity of cassava landraces is important for
conserving genetic resources and guiding their use in breeding programs.
Cassava is a species with multiple functions and plays essential food, cultural,
environmental, and economic roles. Its relevance transcends national borders,
representing an important resource for food security and sustainable
development. This study aimed to assess the genetic diversity of DNA samples
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from this tuber using a chloroplast marker. Ninety-six landraces from 16
municipalities located in the states of Mato Grosso and Amazonas, Brazil, were
evaluated. A sequence from the trnT-trnL regions of the chloroplast genome was
analyzed to estimate the number of haplotypes (H), haplotypic diversity (Hd),
nucleotide diversity (pi), and the number of polymorphic sites (S). Neutrality tests
followed Tajima’s D and Fu’s Fs methods for the dataset. A haplotype network
and a dendrogram (UPGMA method) were also constructed. Genetic diversity
values revealed both haplotypic and nucleotide diversity. Nine haplotypes derived
from ten polymorphic sites were identified. The results indicate that the landraces
studied exhibit mutations that may be associated with the species’ reproductive
mode. Neutrality tests suggest a recent population expansion, highlighting the
importance of conserving cassava varieties and conducting further studies using
the chloroplast genome.

Keywords: Chloroplast DNA. M. esculenta. Conservation. Genetic Diversity.

RESUMEN

El conocimiento de la diversidad genética de las etnovariedades de yuca es
importante para la conservacion de los recursos genéticos y sSu uso en
programas de mejoramiento. La yuca es una especie con mdultiples
funcionalidades y es esencial para la alimentacion, la cultura, el medio ambiente
y la economia. Su relevancia trasciende las fronteras nacionales, siendo un
recurso importante para la seguridad alimentaria y el desarrollo sostenible. Este
estudio tuvo como obijetivo evaluar la diversidad genética de muestras de ADN
de yuca a partir de un marcador de cloroplasto. Se evaluaron un total de 96
etnovariedades de yuca de 16 municipios ubicados en los estados de Mato
Grosso y Amazonas, Brasil. Se analiz6 una secuencia de las regiones trnT-trnL
del genoma del cloroplasto para estimar el nimero de haplotipos (H), la
diversidad haplotipica (Hd), la diversidad de nucle6tidos (pi) y el nimero de sitios
polimorficos (S). Las pruebas de neutralidad siguieron los métodos D de Tajima
y Fs de Fu para el conjunto de datos. Se construyd una red de haplotipos y un
dendrograma (método UPGMA). Os valores de diversidade genética
apresentaram diversidade haplotipica e nucleotidica. Foram encontrados nove
haplétipos formados a partir de dez si-tios polimorficos. Os resultados indicam
que as etnovariedades estudadas apresentam mutacbes que podem ser
ocasionadas pela forma de reproducédo da espécie, os testes de neutralidade
apontam para uma recente expansao populacional o que evidencia a importancia
da conservacédo das variedades de mandiocas e estudos mais aprofundados
utilizando o genoma cloroplastidial.

Palabras clave: ADN del Cloroplasto. M. esculenta. Conservacion. Diversidad
Genética.
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1 INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € amplamente cultivada em todo
o territorio brasileiro. O Brasil € o 5° maior produtor mundial, atras da Nigéria,
Republica Democratica do Congo, Tailandia e Gana (FAOSTAT, 2023). Essa
cultura € reconhecida como fundamental e com potencial para contribuir
significativamente para a oferta de alimentos, além de ajudar a reduzir a pobreza
e a fome, especialmente em paises em desenvolvimento (FAO, 2019), devido a
sua tolerancia as condi¢cdes ambientais variaveis e por ser fonte de renda familiar
para o pequeno produtor (Xavier et al., 2020).

A mandioca apresenta uma ampla variabilidade genética. Em um mesmo
local de cultivo, é possivel encontrar diversas etnovariedades que oferecem
recursos genéticos valiosos para a preservacao e conservacao da espécie. A
manutencdo da variabilidade genética dessa espécie é favorecida pelos
agricultores familiares que as cultivam em suas propriedades rurais, bem como
pela troca de propagulos entre si, o que contribui para a ampliagdo da
variabilidade e consequentemente a conservacédo on farm (Tiago et al., 2016;
Oler; Amorozo, 2017). Tal variabilidade pode ser utilizadas em programas de
melhoramento genético, com foco na transferéncia de genes (Lima et al., 2021),
além de promover a conservacao da espécie.

O sucesso da mandioca como cultivo resulta da juncéo de sua rusticidade,
adaptabilidade e diversidade. A ampla diversidade genética observada na cultura
da mandioca € resultado da selecdo natural por meio de sua evolucédo, do
processo de domesticagdo, da polinizacdo cruzada, dos altos niveis de
heterozigosidade e da rapida dispersao dos frutos, resultando em uma producéao
continua de diversas novas variedades (Fukuda; Guevara, 1998).

A diversidade genética de uma espécie pode ser estimada por meio de
técnicas moleculares. Dentre essas técnicas, destacam-se as analises de
sequéncias de DNA, principalmente do DNA de organelas como os cloroplastos
e mitocondrias, que sdo haploides. O DNA de cloroplastos (cpDNA) nas
angiospermas é comumente herdado maternalmente, portanto, pode ser usado

para estudos de genética de populacdes explicando processos historicos de
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migracéao (Cloutier et al., 2005). O sequenciamento do cloroplasto permitiu uma
maior compreensao de varios aspectos biolégicos, incluindo a maquinaria
transcricional celular e questdes evolutivas (Sanita Lima et al., 2016).

O DNA de cloroplastos quando comparado ao DNA nuclear € menos
usado em pesquisas de diversidade genética, porém houve um aumento gradual
ao longo dos anos no uso de sequéncias de cpDNA como marcadores para a
analise da diversidade genética em estudos botanicos (Carvalho et al., 2019). A
existéncia de genes altamente conservados e suas caracteristicas especificas,
explicam o aumento das pesquisas com 0 genoma do cloroplasto em estudos de
diversidade genética (Barros, 2022).

A taxa de mutacdo do DNA nuclear é relativamente maior que do cpDNA
(Petit; Vendramin, 2007), porém a taxa de diversidade genética ou evolutiva de
diferentes regides do genoma do cloroplasto varia, sendo as regides né&o
codificantes do cpDNA as que apresentam sitios mais informativos e tendem a
evoluir mais rapido do que as regifes codificantes (Tekpinar et al., 2021; Zortéa,
2022). As regides trnT (UGU)-trnF (GAA) sdo sequéncias ndo codificante do
cpDNA, altamente conservadas e de rapida taxa de evolucdo que podem ser
amplificadas usando primers universais e de boa estabilidade (Clong et al.,
2021).

A maioria das espécies para as quais existem dados de diversidade
genética com base em sequéncias de cpDNA sé&o nativas (Carvalho et al., 2022).
Atualmente, existem poucos trabalhos sobre diversidade genética baseados em
sequéncias trnT-trnF da mandioca. O limitado conhecimento sobre a utilidade do
genoma de cloroplastos para a diferenciacdo intraespecifica e a baixa
diversidade observada em plantas cultivadas quando comparadas as plantas
nativas podem contribuir para esse reduzido nimero de publicacdes (Rodrigues,
2022).

Diante disso, objetivou-se neste estudo avaliar a diversidade genética
entre amostras de DNA de etnovariedades de mandiocas, oriundas dos estados
do Mato Grosso e Amazonas, mantidas na UNEMAT, por meio do

sequenciamento de duas regifes de cpDNA.
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2 METODOLOGIA

2.1 AREA DE ESTUDO E AMOSTRAGEM

REVISTA CADERNO PEDAGOGICO — Studies Publicagdes Ltda.
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Foram estudadas 96 amostras de DNA de etnovariedades de mandiocas

mantidas na Universidade do Estado de Mato Grosso “Carlos Alberto Reyes

Maldonado”, Campus de Alta Floresta. Essas amostras foram coletadas em

diferentes municipios do Estado de Mato Grosso e Amazonas (Tabela 1).

Tabela 1. Acessos de etnovariedades de mandiocas coletadas pela Universidade do Estado de
Mato Grosso “Carlos Alberto Reyes Maldonado”, Campus Alta Floresta, utilizadas no estudo

molecular de sequenciamento cpDNA, 2025.

N° Cadigo Nome popular Local N°  Cadigo Nome popular Local
1 APO1 Amarela Minas Apiacas/MT 49 MAO4 Angelina Marad/AM
2  APO2 Liberata Apiacas/MT 50 MTO1 Branquinha Matupa/MT
3  APO3 Manteiguinha Apiacas/MT 51 MTO02 Casca roxa 02 Matupa/MT
4  AF01 Cacau arara Alta 52 MTO03 Castelinha Matupa/MT
Floresta/MT
5 AF02 Cenoura Alta 53 NMO1 Camanducaia Nova Mutum/MT
Floresta/MT
6 AF03 Branca comum Alta 54 NMO02 Parana Nova Mutum/MT
Floresta/MT
7 AF04 Branca do Alta 55 NMO03 Cascatinha Nova Mutum/MT
Baiano Floresta/MT
8 AF05 Amarela lll Alta 56 NMO04 Liberata Nova Mutum/MT
Floresta/MT
9 AF06 Amarela da Alta 57 NMO05 Mandioca sopa Nova Mutum/MT
Bahia Floresta/MT
10 AFO07 Folha roxa Alta 58 NMO06 Amarelinha Nova Mutum/MT
Floresta/MT
11 AFO08 Mandioca 3 Alta 59 NMO7 Talo avermelhado  Nova Mutum/MT
meses Floresta/MT
12 AF09 Pramuquem Alta 60 PX01 Cacau Peixoto
Floresta/MT Azevedo/MT
13 AF10 Mandioca Bahia Alta 61 PX02 Vassourinha Peixoto
Floresta/MT Azevedo/MT
14  ALO1 Manteguinha Alvaraes/AM 62 PX03 Branquinha Peixoto
Azevedo/MT
15 ALO2 Joé&o Gongalo Alvardes/AM 63 PCO01 Brava Poconé/MT
16 ALO3 Catombinho Alvardes/AM 64 PCO02 Cacau Poconé/MT
17 AL0O4 Catombo Alvardes/AM 65 PCO03 Brava Poconé/MT
18 ALO5 Macaxeira Alvardes/AM 66 PCO04 Nao identificada Poconé/MT
branca
19 ALO6 Catombo Alvaraes/AM 67 SHO1 Mandioca roxa Santa Helena/MT
20 CBO1 Pao Cuiaba/MT 68 SHO02 Branca 4 meses Santa Helena
21 CB02 Abbébora Cuiaba/MT 69 SHO03 Cacau branca Santa Helena
22 CBO03 Urubu Cuiaba/MT 70 SP01 Talo roxo Sinop/MT
23 CB04 Canela de ema Cuiaba/MT 71 SP02 Mandioca pao Sinop/MT
24 CBO05 Osso Cuiabad/MT 72 SP03 Talo vermelho Sinop/MT
25 CBO06 Juruti Cuiab&/MT 73 SP04 Branca Sinop/MT
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N° Cadigo Nome popular Local N°  Cddigo Nome popular Local

26 CBO7 Paraguainha Cuiab&/MT 74 SP05 Amarelinha Sinop/MT

27 CB08 Roxona Cuiab&/MT 75 SRO1 Amarela 02 Sorriso/MT

28 CB09 Guarapé Cuiab&/MT 76 SR02 Branca Sorriso/MT

29 CB10 Nao identificada Cuiab&/MT 77 SR03 Amarela alta Sorriso/MT

30 CB11 Nao identificada Cuiab&/MT 78 SR04 Cacau Sorriso/MT

31 CB12 Liberatinha Cuiab&a/MT 79 SR05 Amarelinha Sorriso/MT

32 CB13 Pele roxa Cuiaba/MT 80 TFO1 Nao identificada Tefé/AM

33 ITO1 Casca roxa ltalba/MT 81 TFO02 Catombo Tefé/AM

34 IT02 Mandioca pao Itadba/MT 82 TFO3 Catombinho Tefé/AM

35 ITO3 Mandioca 6 ltalba/MT 83 TFO4 Nao identificada Tefé/AM

meses

36 ITO4 Amarela ltatba/MT 84 TFO5 N&o identificada Tefé/AM

37 ITO5 Branca 02 ltatba/MT 85 TFO06 N&o identificada Tefé/AM

38 LCO1 Amarela 01 Lucas Rio 86 TFO7 Nao identificada Tefé/AM
Verde/MT

39 LCO02 Amarela 03 Lucas Rio 87 URO1 Manivao Uarini/AM
Verde/MT

40 LCO3 Branca 01 Lucas Rio 88 URO02 Antinha preta Uarini/AM
Verde/MT

41 LCO4 Branca 02 Lucas Rio 89 URO3 Vermelhinha Uarini/AM
Verde/MT

42 LCO05 Folha roxa Lucas Rio 90 URO0O4 Antinha branca Uarini/AM
Verde/MT

43 LCO6 Mandioca de Lucas Rio 91 URO5 Catombo normal Uarini/AM

fritar Verde/MT

44 LCO7 Talo roxo Lucas Rio 92 URO6 Antinha Uarini/AM
Verde/MT

45 LCO08 Mandioca roxa Lucas Rio 93 URO7 Catombo normal Uarini/AM
Verde/MT

46 MAO1 Angelina Mara&d/AM 94 URO08 Catombo normal Uarini/AM

47 MAO2 Catombinho Marad/AM 95 UR09 Catombo direita Uarini/AM

48 MAO3 Baixotinha Marad/AM 96 UR10 Antinha Uarini/AM

2.2 DNA DAS AMOSTRAS ANALISADAS

Fonte: Autores

Amostras de DNA total conservadas em -80°C foram selecionadas e

analisadas neste estudo. A qualidade desse material bioldgico foi avaliada por

eletroforese em gel de agarose 1% e a concentracdo determinada em

Espectrofotometro Nanodrop-2000 (Thermo Scientific). A concentragdo das

amostras foi padronizada para aproximadamente 10 ng/uL, utilizando &gua

ultrapura Milli-Q e armazenadas a -20°C, para uso nas reac¢des de amplificacao.
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2.3 AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DO CPDNA

A regido espacadora entre os genes de RNA transportador de treonina e
de leucina (trnT-trnL) do genoma de cloroplasto foi amplificada utilizando os
iniciadores A (5-CATTACAAATGCGATGCTCT-3) e B (5'-
TCTACCGATTTCGCCATATC-3’) de Taberlet et al. (1991). Esse par de
iniciadores amplifica a regido espacadora intergénica entre o éxon 5' de trnT
(UGU) e trnL (UAA). A segunda reacao foi conduzida com os primers C (5'-
CGAAATCGGTAGACGCTACG-3’) e D (5-GGGGATAGAGGGACTTGAAC-3)
para amplificacdo do intron trnL (UAA) (Taberlet et al., 1991) (Figura 1).

Figura 1. Posicéo e direcdo dos primers usados para amplificar regifes do cpDNA.

wy [ap]
= P —
g T E
J J L)
A > c->
— <« B €D
100 pares de base

Fonte: Adaptado de Taberlet et al. (1991).

As reacOes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas em volume
final de 25 pL, contendo: 5uL de tampéo IVB 5x (Phoneutria Biotecnologia e
Servigos), 1,5uL de MgCl2 (50mM), 2uL de dNTP’s (2,5 mM), 2,5uL de cada
primer (5uM), 1,25uL de DMSO, 0,25uL de Taq DNA polimerase,
aproximadamente 10 ng/ puL de DNA e agua ultrapura para completar o volume.

As amplificagBes foram conduzidas em termociclador BIO-RAD T100™.
Para amplificar a regido espacadora intergénica entre o éxon 5' de trnT-trnL
(regido “AB”) foi realizado um ciclo inicial de desnaturagao a 94 °C por 5 minutos,
seguido por 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 53°C por 1 minuto, 72 °C por 1

minuto e 1 ciclo de extensao final de 72 °C por 5 minutos (Dardengo, 2017). A
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regido do intron trnL (regido “CD”) foi amplificada com um ciclo inicial de
desnaturacao a 94°C por 5 minutos, um programa touchdown de sete ciclos de
94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos, seguidos por 28 ciclos
de 94°C por 1 minuto, 52°C por 1 minuto, 72°C por 1,5 minutos e 1 ciclo de
extensdo final de 72°C por 7 minutos (Zortéa, 2022).

Os produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose 1,5% para
verificar a amplificacdo. Posteriormente as amostras foram purificadas e
sequenciadas. A purificacdo das amostras amplificadas foi realizada utilizando o
kit de enzimas Exo + SAP (Cellco Biotecnologia) na proporgéo 4 pl da enzima
para 10 pl de reacdo. As reagdes foram incubadas em banho maria por 10
minutos a 37°C para degradar os nucleotideos néo incorporados e
remanescentes de iniciadores e depois incubados a 80°C por 10 minutos para
inativar a enzima Exo+SAP. O material foi armazenado a -80°C até o envio para
sequenciamento no Instituto René Rachou (Fiocruz - Minas Gerais), utilizando o

sequenciador automatico ABI 3730 xL.

2.4 ANALISE DAS SEQUENCIAS DO CPDNA E ESTIMATIVA DA REDE DE
HAPLOTIPOS

As regibes trnT-trnL resultaram em dois fragmentos, que ndo se
sobrepbem. As 96 sequéncias das duas regibes foram importadas para o
software Sequencher versédo 4.1.4 editadas e corrigidas manualmente (Figura
2). Os dois fragmentos amplificados foram unidos e elaborado uma matriz das
amostras de cpDNA. O fragmento da juncdo das duas regibes do genoma
cloroplastidico resultou nos haplotipos.

O alinhamento das sequéncias obtidas da unido entre as regides “AB” e
“CD” foi realizado no MAFFT versao 7 (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) e
o arquivo em formato Fasta foi exportado para o programa DnaSP v. 6 (Rozas
et al., 2017) para obter o numero de haplétipos (H), a diversidade nucleotidica
(pi), a diversidade haplotipica (Hd), o numero de sitios polimérficos (S) e os
testes de neutralidade pelos métodos Fs de Fu’s e D de Tajima. O agrupamento
hierarquico pelo método UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic
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mean) foi elaborado no software Past versao 4.09 (Hammer et al., 2001) a partir
do arquivo de alinhamento das sequéncias no formato Fasta usando o indice de

Bray-Curtis.

Figura 2. Eletroferograma de quatro sequéncias da regido espacadora intergénica entre o exon
5'de trnT (UGU) e trnL (UAA) do genoma de cloroplasto de mandioca, analisados no software
Sequencher verséo 4.1.4, onde pode ser visualizada a presenca de uma mutagéo pontual de
transu;ao (A G)

aﬁﬁl\h AGGGGGGGGGGATAGGGGCN)\R c T O

S
=h |
=h
=h
L=

She

A

i

EATAARRAAAAAAAGAAAATAAA&

S

alinduis 4 ﬂmlllhwhg\ st

|nu_
A A A

umm;m,;‘,.luuuuu e alndcallagln

mummmhuum umm“hfm AAAAAS ADARAN

Para determinar os hapl6tipos presentes no conjunto de dados foi usado
o programa DnaSP (Rozas et al., 2017) uma rede de haplétipos Median-Joining
foi gerada através do programa PopArt (Bandelt et al., 1999). A frequéncia dos
hapl6tipos nos municipios foi plotada em um mapa, com auxilio do programa
QGIS 3.28.10.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 HAPLOTIPOS DA REGIAO ESPACADORA TRNT-TRNL DO GENOMA DE
CLOROPLASTO

As regides espacadora intergénica entre o éxon 5' de trnT (UGU) e trnL
(UAA) e o intron trnL (UAA) geraram dois fragmentos de 568 pares de bases (bp)
e 418 bp, respectivamente. A unido dos fragmentos das regides espacadora
trnT-trnL (regido “AB”) com o intron trnL (regido “CD”) alinhados resultaram em
uma sequéncia de 984 pb e nove haplotipos.

O alinhamento dos 984 pares de bases das 96 amostras de mandioca

revelou a presenca de dez sitios polimorficos, caracterizados como substituicbes
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de bases, sendo quatro do tipo transicao e seis do tipo transversao. A maior parte
dos sitios polimérficos ocorreram na regido espacadora intergénica entre o éxon
5'de trnT (UGU) e trnL (UAA) com 8 sitios polimorficos e dois sitios polimorficos

na regido do intron trnL (UAA) (Figura 3).

Figura 3. Alinhamento dos sitios polimérficos da regido espagadora trnT-trnL do genoma de
cloroplasto que definem os nove haplétipos (HAP) em etnovariedades de mandioca oriundas
do Mato Grosso e Amazonas. Cada fragmento combina 568 bp da regido espacadora
intergénica entre o éxon 5' do trnT (UGU) e trnL (UAA) (segmento "AB") e 418 bp do intron do
trnL (segmento "CD"). Os nimeros acima do alinhamento representam a posicao do sitio
polimérfico no alinhamento. Os pontos indicam similaridade ao Hapl6tipo A e # indica o nimero
de ocorréncias de cada haplotipo entre as 96 sequéncias analisadas.

» < - T o T ol - T e T o B TR = .
Fg* 888522328 85K 8%
HAP A 8 A A A C G T A A G T T A C
B 1 . . G .. .
c 1 . G G .
D 1 . . . G
E 1 . G . .
F 1 c T .
G 1 i A A A
H 1 . . . . A
r:+ . . . . . . .G A
n J | a
Y f
AB CcD

Fonte: Autores

Os indices de diversidade para a espécie de forma geral e para cada
municipio amostrado estéo representados na tabela 2. N&o foi possivel calcular
os indices para os municipios de Apiacas, Cuiaba, Lucas do Rio Verde, Sorriso,
Sinop, Nova Mutum, Santa Helena e Matupa no estado de Mato Grosso e 0s
municipios de Alvaraes, Maraa e Tefé no Amazonas, devido estes apresentarem
apenas um haplaétipo.

Os valores de diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (Pi) total das
populacdes estudadas foram 0,161 e 0,00027, respectivamente (Tabela 2). Ao
analisar individualmente cada municipio esses valores foram superiores, com o0s
municipios de Itauba (Hd=0,700 e Pi=0,00204) e Peixoto de Azevedo (Hd=0,667
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e Pi=0,00136) apresentando os maiores valores (Tabela 2). As diversidades
haplotipica e nucleotidica quando comparadas podem definir a histéria

demografica de um grupo (Anvise, 2000).

Tabela 2. Diversidade haplotipica (Hd); diversidade nucleotidica (Pi) e total de individuos
sequenciados por regido cloroplastidial (N) considerando todas as amostras do DNA de
etnovariedades de mandiocas oriundas do Mato Grosso e Amazonas.

Municipios N H Hd Pi S Tajima’s Fu'sFs
Todos 96 9 0,161 0,00027 10 -2,21597(P<0.01) -4,17565P <0.02)
Apiacas/MT 3 1 0,000 0,00 0 0,00 0,00
Alta Floresta/MT 10 3 0,378 0,00057 2 -0,69098 -0,42293
Poconé/MT 4 2 0,500 0,00051 1 -0,61237 -0,47871
Cuiab&/MT 13 1 0,00 0,00 0 0,00 0,00
Uarini/AM 10 3 0,378 0,00041 2 -1,40085 -1,71902
Alvardes/AM 6 1 0,00 0,00 0 0,00 0,00
Marad/AM 4 1 0,00 0,00 0 0,00 0,00
Tefé/AM 7 1 0,00 0,00 0 0,00 0,00
Nova Mutum/MT 7 1 0,00 0,00 0 0,00 0,00
Lucas do Rio Verde/MT 8 1 0,00 0,00 0 0,00 0,00
Sorriso/MT 5 1 0,00 0,00 0 0,00 0,00
Sinop/MT 5 1 0,00 0,00 0 0,00 0,00
ltatba/MT 5 3 0,700 0,00204 5 -1,12397 -1,71902
Santa Helena/MT 3 1 0,00 0,00 0 0,00 0,00
Peixoto de Azevedo/MT 3 2 0,667 0,00136 2 - -
Matupad/MT 3 1 0,00 0,00 0 0,00 0,00

N: Numero amostral; H: Nimero de hapldtipos; Hd: Diversidade haplotipica; Pi: Diversidade
nucleotidica; S: Sitios polimorficos. ( - ) nimero insuficiente de sequéncias para analises (pelo
menos 4 sequéncias). Fonte: Autores.

O presente estudo apresenta baixa diversidade de haplétipos e nucleotideos,
0 que pode indicar, segundo Grant e Bowen (1998), a ocorréncia de um gargalo
populacional recente ou um efeito fundador, em que a populacéo foi reduzida a uma
Unica linhagem. Olsen e Schaal (2001), em estudo com cinco loci microssatélites,
investigaram as origens evolutivas e geograficas da mandioca no sul da Amazénia
e sugeriram que domesticacdo da espécie ocorreu a partir da selecdo de poucos
individuos selvagens que apresentavam caracteristicas desejaveis, como maior
producédo de raizes, menor toxicidade e facilidade de propagacao. Esse processo
resultou em um gargalo genético, reduzindo significativamente a variabilidade da
espécie cultivada em comparacéo as populagdes silvestres (Olsen; Schaal, 1999).
A mudanca da propagacao sexual para a clonal por meio de estacas (reproducao
vegetativa) mantém os gendétipos selecionados ao longo do tempo, mas nédo
favorece a recombinagéo genética, o que limita o surgimento de novas variagdes
(Mckey et al., 2010).
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Os testes de neutralidade D de Tajima e Fs de Fu foram negativos e
significativos para analise do conjunto de dados (-2,21597 e -4,17565). Valores
negativos para o conjunto de populagcdes, sugere uma expansao recente ou
selecdo purificadora (Tajima, 1989). A selecdo purificadora refere-se ao
processo por quais variantes genéticas especificas ou desfavoraveis séo
eliminadas ao longo das geracdes, preservando as caracteristicas vantajosas ou
essenciais para a sobrevivéncia e produtividade da planta (Palozzi et al., 2018).
Esse tipo de selecéo é particularmente importante no contexto da mandioca, uma
das principais culturas de subsisténcia e comerciais em regides tropicais. A sua
propagacdo por estacas reduz a variabilidade genética nas geracdes
subsequentes e seleciona individuos mais produtivos e adaptados, o que
intensifica o impacto da selecao purificadora ao eliminar mutacdes deletérias que

poderiam comprometer a planta (Alves, 2002).

3.2 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DOS HAPLOTIPOS

O haplotipo A apresentou maior frequéncia, presente emz todos o0s
municipios estudados (Tabela 3), representando 88 das 96 amostras
sequenciadas; o que pode indicar que seja 0 mais antigo e que ha um fluxo
génico entre essas localidades. Segundo a teoria da coalescéncia de Kingman
(1982) os haplétipos mais antigos sao aqueles que possuem maior frequéncia,
apresentam amplas distribuicdes geograficas e estdo no centro das redes de
haplétipos (Freeland, 2005).

Os demais haploétipos B, C, D, E, F, G, H e | apareceram apenas uma vez.
Nos municipios do Mato grosso (Alta Floresta com os haplétipos “B” e “C”; ltauba

“I)!

“‘F” e “G”; Poconé haplétipo “H” e Peixoto de Azevedo o “I”). No Amazonas o

municipio de Uarini com os haplétipos “D” e “E” (Tabela 3) e (Figura 4).
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Tabela 3. Distribuicdo dos nove haplotipos referentes a regido espacadora trnT-trnL do genoma
de cloroplasto obtidos a partir da analise de 96 amostras do DNA de etnovariedades de
mandioca oriundas do Mato Grosso e Amazonas. O nimero de amostras de sequéncias

analisadas (N) e o ndmero total de haplétipos (NH) encontrados por regides sao indicados.
Municipios Cadigo N Distribuicdo dos Haplotipos NH

A B C D E F G H |
Apiacas/MT AP 3 3 1
Alta Floresta/MT AF 10 8 1 1 3
Alvaraes/AM AL 6 6 1
Cuiab&/MT CB 13 13 1
ltatba/MT IT 5 3 1 1 3
Lucas do Rio Verde/MT LC 8 8 1
Mara&d/AM MA 4 4 1
Matupa/MT MT 3 3 1
Nova Mutum/MT NM 7 7 1
Peixoto de Azevedo/MT PX 3 2 1 2
Poconé/MT PC 4 3 1 2
Santa Helena/MT SH 3 3 1
Sinop/MT SP 5 5 1
Sorriso/MT SR 5 5 1
Tefé/AM TF 7 7 2
Uarini/AM UR 10 8 1 1 3

Total 9% 88 1 1 1 1 1 1 1 1

Fonte: Autores.

Figura 4. Distribuicdo geogréfica dos haplotipos das amostras de cpDNA de M. esculenta. As
siglas no mapa referem-se aos municipios, conforme apresentado na tabela 1.
72°W 60w 48"W 36°W

Il Haplotipo A
[—Hapldtipo B
B Haplotipo C
B Haplotipo D
oo I Hapldtipo E
[IHapldtipo F
[__1Hapldtipo G
[ Hapldtipo H
I Haplétipo |

S

-

12°§ 12°%

0 250 500 km

7200 36°W

Fonte: autores

A rede de hapl6tipos criada na regido trnT-trnL do genoma de cloroplasto
da espécie estudada esta apresentada na Figura 5. O formato de estrela da rede

de haplétipos é um indicativo de aumento na populacéo, sugerindo que a espécie
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enfrentou um periodo de gargalo populacional, seguida por uma recente
expansao populacional (Rodrigues, 2008) o que foi sustentado pelos testes de
neutralidade e D de Tajima e Fs de Fu.

Os haplétipos B, C e | apresentam a mesma alteracdo de nucleotideos na
posicao (148, A-G) e os haplotipos | e G na posicao (362, T-A).

Figura 5. Rede de haplétipos Median-joining mostrando as rela¢des entre os haplétipos de
trnT-trnL em Manihot esculenta. Circulos representam hapl6tipos (codificados por letras), o
tamanho do circulo é proporcional a frequéncia relativa do haplétipo e as cores dentro dos
circulos denotam os hapl6tipos. As barras indicam o nimero de muta¢des e os nimeros o local
onde ocorreu mutacao.

D

148

Fonte: Autores

O dendrograma (Figura 6) representa a similaridade entre as 96 amostras
do cpDNA, observa-se a formacédo de nove grupos, o grupo do haplotipo G
formado pela amostra ITO4 € a mais divergente, nessa sequéncia ocorreram trés
substituicdes de bases nucleotidicas uma de transicdo (132, G-A) e duas
transversdes (137, T-A e 362, T-A). Os haplotipos B, C e | apresentam em

comum uma substituicdo de bases de transicdo na posicao (148, A-G).
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Figura 6. Agrupamento hierarquico obtido a partir do indice de Bray-Curtis encontrada entre as
96 amostras avaliadas pelo método UPGMA. Coeficiente de Correlacéo Cofenética: 0.997. A
identificacdo das amostras esta baseada nos cédigos apresentados na Tabela 1. Hap:
Haplétipo.

Smll’gty &

i 3

18660
88660
06660
- 16660
96660
|- L6660
66660

IT04 Hap.G
URODS Hap. D
URO3 Hap. E

PCOY Hap. H
T Hap. F
—————— AF08 Hap. B

Hap. C

Fonte: Autores
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Ao correlacionar a rede de haplétipos com o dendrograma observa uma

“I”

maior proximidade entre os haplétipos “B”, “C” (Alta Floresta) e “I” (Peixoto de

“I”

Azevedo). Os haplétipos “C” e “I” estdo a um passo mutacional do haplétipo “B”,
demonstrando a pequena distancia genética desses haplotipos. Esses
haplotipos, provavelmente surgiram a medida que a populacao se recupera.

A troca de material de propagacao (manivas) € um dos principais fatores
qgue contribuem para o aumento da diversidade (Figueredo et al. 2019, Tiago et
al. 2019), essa troca de manivas se estende para além dos municipios e até das
regides (Pedri et al., 2021).

A mandioca é uma espécie alégama, monodica, diploide e altamente
heterozigética (Fukuda, 1999). Apesar da propagacao vegetativa ser a forma
mais comum de plantio praticada pelos agricultores, a planta ndo perdeu sua
capacidade de reproducao sexual.

A propagacdo por sementes ainda ocorre principalmente na regido
Amazobnica e no Cerrado, através de praticas agricolas tradicionais (Kistler et al.,
2025). Os agricultores tradicionais geralmente cultivam na mesma area
diferentes etnovariedades de mandiocas, que florescem e produzem sementes
férteis (Rival; Mckey, 2008). As mudas espontaneas germinam e crescem
juntamente com as plantas cultivadas, essas plantas ao atingirem o crescimento
adequado sdo avaliadas pelos agricultores, podendo ser descartadas ou
selecionadas para propagacédo vegetativa (Emperaire; Peroni, 2007; Peroni,
2007), surgindo novas combinacgdes e, portanto, novas etnovariedades.

A recombinacéo da reproducédo sexuada que ocorre de forma espontanea
nas rogas com a producéo de flores e sementes pode contribuir para a formacéao
de novos haploétipos. Segundo McCauley (1995) o fluxo génico pode ser
promovido pela dispersdao de pdlens e sementes, porém o cpDNA é
maternalmente herdado na mandioca, assim como na maioria das
angiospermas, ele é movido unicamente através da dispersédo das sementes. A
taxa de migragédo do cpDNA em angiospermas s&o menores do que as taxas de
migracdes dos genes nucleares que podem ser dispersos por pélens e

sementes. Portanto, a incorporacéo de plantulas oriundas de sementes colabora
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para aumentar a diversidade genética intraespecifica do cultivo da mandioca
(Duputié et al., 2009; Pereira, 2015).

4 CONCLUSAO

A partir das analises realizadas com genomas de cloroplastos, € possivel
evidenciar a diversidade genética existente entre as amostras avaliadas. Os
resultados obtidos indicam que a populacdo de mandioca sofreu um gargalo
genético, seguido por uma recente expansdo populacional. A forma de
propagacdo da espécie pode ser responsavel por esse cenario. Ademais,
observa-se uma variabilidade genética recente entre os haplotipos, a qual pode
favorecer o surgimento ou preservacdo de caracteristicas desejaveis para o
consumo ou fins comerciais. A diversidade genética entre as variedades de
mandiocas estudadas representa um fator importante para a preservacao da
espécie, além de seu uso em programas de conservacdo e melhoramento

genético.
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