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RESUMO: A regido denominada Baixada
Cuiabana é uma das poucas regibes do
Mato Grosso que preserva as antigas
caracteristicas de  comunidades de
agricultores de subsisténcia que mantém
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expressiva diversidade de mandioca
(Manihot esculenta Crantz). O objetivo
deste estudo foi caracterizar a diversidade
genética de mandiocas mediante o
conhecimento etnoboténico e marcadores
microssatélites para compreender a
dindmica de conservagcdo e manejo
do acervo usado pelos agricultores da
Comunidade S&o Benedito, Poconé,
Mato  Grosso. Para o inventario
etnobotanico foram aplicadas entrevistas
semiestruturadas em 10  unidades
domésticas para obter informagdes sobre as
mandiocas cultivadas, e das 11 variedades
locais cultivadas foi realizada andlise por
marcadores microssatélites. Apesar da
baixa diversidade etnobotanica (H’=2,05),
foi encontrada alta heterozigosidade
observada (Ho = 0,92) e diversidade génica
(He =0,75). Os agricultores que sobrevivem
basicamente do cultivo da mandioca e
producéo de farinha para comercializag¢éo,
direcionam suas escolhas de variedades
para as mais produtivas e menos suscetiveis
ao ataque de pragas. A variedade Brava
foi a mais frequente (80% das rogas) e
€ apontada como a mais rentavel para a
producéo de farinha, sendo uma importante
fonte de recurso genético para programas
de melhoramento. Através da andlise
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de rede pode-se observar que a rede de circulagdo de propagulos e informagdes ocorre
entre os moradores e também com outras comunidades da regido. Dois agricultores foram
identificados como os mais atuantes nas trocas. De acordo com o agrupamento e analise
de coordenadas principais feitos utilizando os dados genéticos, as variedades introduzidas
mais recentemente separam-se das introduzidas ha mais tempo. Os resultados apontam
que as variedades possuem uma alta diversidade genética entre si, porém os agricultores
da comunidade apresentam baixa diversidade etnobotanica quando comparada a outras
comunidades.

PALAVRAS-CHAVE: Microssatélites; conservagéo on farm; conhecimento tradicional.

ETHNOBOTANY AND GENETIC DIVERSITY ANALYSIS OF CASSAVA
VARIETIES CULTIVATED IN POCONE, MATO GROSSO

ABSTRACT: The region called Baixada Cuiabana is one of the few regions of Mato Grosso
that preserves the ancient characteristics of subsistence farming communities that maintain
a significant diversity of cassava (Manihot esculenta Crantz). The objective of this study
was to characterize the genetic diversity of cassava through ethnobotanical knowledge and
microsatellite markers to understand the dynamics of conservation and management of the
collection used by farmers in the Sdo Benedito Community, Poconé, Mato Grosso. For the
ethnobotanical inventory, semi-structured interviews were applied in 10 household units to
obtain information about the cassava grown, and of the 11 local varieties grown, analysis was
performed by microsatellite markers. Despite the low ethnobotanical diversity (H=2.05), high
observed heterozygosity (Ho = 0.92) and gene diversity (He = 0.75) were found. Farmers who
survive basically on the cultivation of cassava and production of flour for commercialization,
direct their choices of varieties to the most productive and less susceptible to pest attack.
The variety Brava was the most frequent (80% of the farms) and is pointed out as the most
profitable for flour production, being an important source of genetic resource for improvement
programs. Through the network analysis it can be observed that the network of circulation of
propagules and information occurs among the residents and also with other communities in
the region. Two farmers were identified as the most active in the exchanges. According to the
clustering and principal coordinates analysis done using the genetic data, the most recently
introduced varieties are separated from those introduced longer ago. The results indicate
that the varieties have a high genetic diversity among themselves, but the farmers in the
community have low ethnobotanical diversity when compared to other communities.
KEYWORDS: Microsatellites; on-farm conservation; traditional knowledge.

11 INTRODUGAO

Os agricultores tradicionais s&o apontados por muitos autores como 0s principais
mantenedores da agrobiodiversidade, inclusive de mandioca (AMOROZO, 2013). Em
geral, os agricultores tradicionaistem lagos de parentescoe um alto grau de conhecimento,
transmitido de geracédo para geracéo, do ambiente onde vivem. As plantas manejadas na
agricultura tradicional sdo essenciais a continuidade das comunidades, pois fornecem a
base alimentar do grupo (AMOROZO, et al., 2002).
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Considerada como espécie-chave, a mandioca desenvolve importante funcdo na
seguranca alimentar e autonomia de populag¢des que praticam agricultura de subsisténcia e
com pouca capacidade de aquisi¢cao de insumos externos, devido a uma série de vantagens
em relagdo a outros cultivos, como tolerancia a estiagem, facil propagacédo, rendimento
satisfatério mesmo em solos pouco férteis e alta diversidade intraespecifica (CAGNON et
al., 2002; PERONI e HANAZAKI, 2002).

Muitos estudos destacam a elevada diversidade de variedades locais de mandioca
cultivada por agricultores tradicionais em diferentes locais do Brasil (AMOROZO, 2010;
EMPERAIRE e PERONI 2007; MARCHETTI et al., 2013) sendo também comprovada a
alta diversidade genética manejada nas comunidades tradicionais (ALVES-PEREIRA et al.,
2012; SALICK et al., 1997; SIQUEIRA et al., 2010).

Aregido denominada Baixada Cuiabana fica ao norte do Pantanal Mato-Grossense,
sendo umadas poucas regides em Mato Grosso que ainda preserva as antigas caracteristicas
de comunidades de agricultores de subsisténcia, e ocupa secularmente area de sesmarias
e apresenta comunidades tradicionais de pequenos agricultores que mantém expressiva
diversidade de mandioca e outros cultivos (AMOROZO, 2010).

Assim, para este trabalho foram aplicadas ferramentas etnobotanicas e técnicas
moleculares para entender as relagbes dos agricultores com o acervo de mandioca por eles
manejada e conservada. Considerando o panorama apresentado, o presente estudo teve
por objetivo caracterizar a diversidade genética da mandioca mediante o conhecimento
etnobotanico/tradicional do acervo e marcadores microssatélites para compreender a
dindmica de conservagédo e manejo do acervo usado pelos agricultores da Comunidade
Séo Benedito, Poconé, Mato Grosso.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado do municipio de Poconé, Mato Grosso, Brasil, localizado a
100 quilébmetros da capital do Estado, Cuiabéa, pertencente ao territério da cidadania da
Baixada Cuiabana.

A comunidade S&o Benedito (S16 00 54.6 W56 59 11.2) foi estabelecida na atual
area na década de 50, e reconhecida como remanescentes de quilombo em 2010.
Atualmente encontra-se na terceira geragdo que mantém a atividade agricola. Nela vivem
81 moradores distribuidos em 23 unidades familiares. A renda familiar € basicamente da
agricultura de subsisténcia e producgéo de farinha de mandioca (DUARTE et al., 2016).

2.1.1 Coleta de dados

A pesquisa foi realizada entre setembro a dezembro de 2015. Foram aplicadas
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entrevistas semiestruturadas etnobotanicas (VIERTLER, 2002) aos 10 agricultores (AGRA;
AGRB; AGRC; AGRD; AGRE; AGRF; AGRG; AGRH; AGRI; AGRJ) que cultivam mandioca.
Vale ressaltar que se entende como variedade local o conjunto de clones agrupados pelos
agricultores como uma unica variedade devido as semelhancas fenotipicas que apresentam
(ELIAS et al., 2004).

O presente trabalho foi autorizado pelo Conselho de Gestao do Patriménio Genético
(CGEN-MMA. Processo n° 02000.003025/2013-13 — MMA deliberada em 28 de abril de
2015 e publicada no D.O.U de 13 de julho de 2015), e esta cadastrada no Sisgen com a
numeracdo ASDF14E.

2.1.2 Caracterizacdo molecular

As rocas foram visitadas e coletadas as folhas recém expandidas. Para tal, duas
folhas de cada variedade local (11) foram obtidas e transportadas em microtubos de
polipropileno de 1.5 mL, contendo 1 mL de solucdo saturada de NaCI-CTAB (6 M NaCl, 40
mM CTAB) para o Laboratério de Fitoquimica da Embrapa Agrossilvipastoril, Sinop, Mato
Grosso, e mantido durante sete dias a temperatura de -4°C. A diversidade genética foi
determinada com os marcadores moleculares do tipo microssatélites (SSR).

O DNAdas 11 amostras foi extraido de acordo com a metodologia proposta por Doyle
e Doyle (1990), com as alteragdes descritas por Siqueira et al. (2009). Através de eletroforese
em gel de agarose 0.8% foram obtidas as concentracées de DNA das solu¢des estoque de
cada individuo. As bandas foram visualizadas utilizando o corante SYBR Green e para a
quantificacdo das amostras de DNA foram utilizadas solu¢des padrées de DNA (20, 40, 80
ng) (CARRASCO et al., 2016). Para quantificagao utilizou-se leituras em espectrofotémetro
Thermo Scientific Nanodrop 2000, e a qualidade do material genético foi verificada em gel
de agarose 0.8%. Foram utilizados doze locos de marcadores microssatélites escolhidos
com base em Chavarriaga-Aguirre et al. (1998) e Mba et al. (2001).

As amplificagdes foram realizadas seguindo o protocolo de Schuelke, (2000) com
a adicdo de uma cauda de M13 na extremidade 5’ no forward primer, e a fluorescéncia
escolhida foi acoplada a esse primer (HEX ou FAM). As rea¢des continham 10-50ng de
DNA genémico, 0,6 ou 0,7 mM MgCl,, 1x tampéo, 0,2 mM de cada dNTP 0,25 uL primer
forward e 0,5 uL para o primer reverse; 0,25pmol cauda universal M13 (0,25 pmol) e 1,25
U Tag DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, California). O programa de amplificacdo
consistiu em desnaturagéo a 94°C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de 30 s a 94° C, 45
sa45°C,45sa 72°C e 8 ciclos de 30 s a94° C, 45 s a 53°C, 45 s a 72°C.

As reacbes foram enviadas para Sdo Paulo e genotipadas em sequenciador
automatico modelo ABI3730 no Setor de Sequenciamento de DNA, do Centro de Pesquisas
sobre o Genoma Humano e Células-Tronco do Instituto de Biociéncias da Universidade
de Sao Paulo (USP). A leitura no sequenciador automatico gerou arquivos contendo os
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picos de eletroferogramas, que foram analisados com auxilio do programa computacional
GeneMarker® v. 1.95 (Softgenetics).

2.1.3 Analise de dados

As analises do conhecimento etnobotéanico foram realizadas através de estatistica
descritiva e técnicas qualitativas (HUBERMAN e MILES 1994; GODOQY, 1995), calculando a
riqueza (S= numero de variedades locais cultivadas) e o indice de diversidade de Shannon-
Wiener (H) (PIELOU, 1975; ZAR, 2010), adaptado para etnobotanica (BEGOSSI, 1996).
Para tais andlises foi utilizado o programa PAST version 2.17c (2013) (HAMMER et al.,
2001).

A representacéo grafica das redes de circulagéo foi construida com o auxilio do
programa Pajek (Program for Large Network Analysis) (BATAGELJ e MRVAR, 2006)
utilizando o Layout Kamada-Kawai.

A organizagéo da diversidade genética foi avaliada por meio da analise de
coordenadas principais (PCoA) em nivel de individuo por meio do programa GenAIEx 6.5
(PEAKALL e SMOUSE, 2006). Para o agrupamento pelo método UPGMA utilizou-se do
programa Power Marker (LIU e MUSE 2005).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A riqueza manejada pela comunidade S&o Benedito (S = 11 variedades locais)
esta abaixo da encontrada por outros estudos em comunidades tradicionais do Brasil
(CHERNELA, 1986 S= 137; EMPERAIRE, 2002 S= 69; PERONI e HANAZAKI, 2002 S=
62; AMOROZO, 2010 S=60). Observa-se que a diversidade (H’) encontrada foi de 2.05,
abaixo também do encontrado por Marchetti et al. 2013 (H’=1.52) em seus estudos com
comunidades tradicionais da Baixada Cuiabana. Apesar da baixa diversidade etnobotéanica
(H=2,05), foi encontradaalta heterozigosidade observada (Ho = 0,92) e diversidade génica
(He = 0,75). Essa menor diversidade manejada pelos agricultores pode estar diretamente
relacionada com a necessidade de cultivo de variedades locais mais rentaveis para a
producéo de farinha, principal fonte de renda dos agricultores.

Observou-se na Comunidade Sao Benedito um nUumero médio de de 2,3+1,2
(desvio padréo) variedades por agricultor. Um ndmero reduzido, o que pode ser resultado
do grande interesse e procura apenas por conservar variedades mais rentaveis para a
producédo de farinha. A denominada Brava é tida como a mais plantada nas rogas. Das
11 variedades identificadas no total, duas variedades possuem aptiddo apenas para
mandioca de mesa, e nove com dupla fun¢do, ou seja, consumo de mesa e producéo
de farinha, o que indica que os agricultores preferem conservar variedades que atendam
as caracteristicas consideradas necessarias para a produgéo da farinha. A diminuigéo da
diversidade normalmente é impulsionada por fatores que simplificam o sistema (neste caso,
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especializagdo em variedades para producéo de farinha), resultando na gestdo de apenas
algumas variedades por cultura, geralmente uma (PERONI e HANAZAKI, 2002).

Para compreender a dindmica de circulacdo das variedades cultivadas pelos
agricultores da comunidade S&o Benedito, e elucidar as questdes mencionadas até o
momento, construiu-se a rede de troca de material propagativo que conecta os moradores
da comunidade (Figura 1).

Figura 1. Representagéo grafica da rede de circulagdo de ramas da comunidade estudada. Safra
2015/2016. Layout: Kamada-Kawai. Circulos verdes — AGRA, AGRB, AGRC, AGRD, AGRE, AGRF,
AGRG, AGRH, AGRI, AGRJ — Agricultores. Circulo rosa — Cidade de Poconé. Quadrados — Com1 e

Com 2 - Comunidades vizinhas. Tridngulos — Ass1 e Ass2 — Assentamentos rurais proximos. Losangos
— OM1 e OM2 — outros moradores da comunidade ndo pertencentes ao estudo. A ponta da seta indica
o local que recebeu as etnovariedades. O tamanho dos circulos verdes representa o nimero de
etnovariedades que o agricultor cultiva (amplitude 1-5).

Através da andlise de rede pode-se observar que a rede de circulagéo de propagulos
e informacgdes ocorre entre os moradores e também com outras comunidades da regiéo,
importantes fontes de novas variedades. Dois agricultores (AGRG e AGRH) se destacaram
na rede de trocas devido ao maior nimero de interagdes (cinco e quatro), respectivamente.
Ambos trocam ramas com membros da prépria comunidade, e com agricultores das
comunidades, podendo ser considerados como elementos-chave na dindmica da
circulagdo de propagulos. Identificar agentes agricultores mais ativos na rede de circulacéo
de propagulos dentro das comunidades s@o importantes para programas de melhoramento
participativo ou politicas publicas de conservacdo on farm da agrobiodiversidade
(MONTESANO et al., 2012).

Na comunidade S&o Benedito ndo foram detectadas interagbes com outros
municipios da regid@o, o que pode ser justificado pelo isolamento da comunidade estudada.

No entanto, a conexdo com as comunidades vizinhas pode representar um elo entre a
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comunidade e outras regides. O agricultor AGRD destaca-se por ser 0 que maneja maior
riqueza (cinco variedades locais), no entanto, ndo teve grande participacédo ativa na rede.
Tal situagdo pode ter ocorrido principalmente pela limitagdo do método utilizado que
depende da mem¢ria dos agricultores sobre as trocas.

Quanto ao agrupamento das variedades através das andlises moleculares pelo
método UPGMA, demonstrado na Figura 2, nota-se que as mandiocas foram separadas
em dois grupos e a variedade Baixinha ficou isolada e mais distante das demais. Segundo
o agricultor (AGRD), que a detém, a mesma é proveniente de um Assentamento Rural da
regido e foi introduzida ha apenas cinco anos. O primeiro grupo foi formado pelas variedades
Liberata, Brava, Cacau e Talinho Vermelho € marcado por estarem sendo cultivadas ha
mais de dez anos e por unir as variedades mais frequentes. No segundo grupo estédo as
variedades Liberatona, Broto Roxo, Mansa, Ramo Branco, Carneiro, Cuiabana, introduzidas

mais recentemente e menos frequentes entre os agricultores.

Baixinha

Cacau

- — Talinho Vermelho
_: Liberara
Brava

Cuiab.

Mansa

Broto Roxo

Ramo Branco

Liberatona

Carneiro

0.050

Figura 2. Agrupamento utilizando o método UPGMA para as 11 variedades locais encontradas.

Corroborando a analise do UPGMA, a de componentes principais (PCoA) obteve uma
divisdo semelhante. Observa-se que a analise indicou que as amostras estdo separadas
em dois grupos principais e com algumas variedades dispersas, principalmente em funcéao
da PCoA 2. Com a primeira coordenada foi possivel explicar 23,54% da variagdo genética,
e juntamente o com a segunda coordenada explicam 40,68% da variagéo total (Figura 3).
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Principal Coordinates (PCoA)

& Baixinhg
® Manda

® duiabana

-
~ Liberatona
& Broto Roxog

& Talinho Vermeiho
@ Ramo Branco Carneiro

& Cacqu

PCOA2 (17,15%)

@ Brava ® [Liberata

PCoA1 (23,54%)

Figura 3. Andlise de coordenadas principais (PCoA) realizada com base na variagdo dos marcadores
microssatélites para as variedades cultivadas.

41 CONCLUSAO

A baixa riqueza encontrada nas rocas (numero de variedades cultivadas por
agricultor) e na comunidade (total de variedades locais encontradas) pode ser indicativo
da necessidade de ac¢des que evidenciem a importancia da conservacéo das variedades
locais, mantendo amostras nos préprios quintaisem areas menores, para que cada unidade
familiar funcione como uma pequena reserva de germoplasma.

As variedades possuem uma alta diversidade genética entre si, mas os agricultores
da comunidade apresentam baixa diversidade etnoboténica. . Nesse caso é interessante
que os agricultores manejem diferentes variedades locais para que possam garantir a
continuidade do processo de manutencéo e amplificacéo da diversidade.
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