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RESUMO

O género Manihot pertence a familia Euphorbiaceae, possui cerca de 98 espécies e
€ nativo das regides tropicais das Américas, apresentando um grande centro de
diversidade genética no Brasil. Cerca de 80% das espécies de Manihot ocorrem no
pais, exibindo amplo polimorfismo vegetativo e reunindo potencial para utilizacdo em
programas de melhoramento genético do género. A mandioca (M. esculenta Crantz)
€ a Unica espécie comercialmente cultivada, e dela se aproveita tanto a parte aérea
como suas raizes reserva para consumo humano e animal, sendo utilizada na
fabricacdo de farinha ou como parte da composi¢céo de diversos outros produtos e
subprodutos. Analise cariotipica em células mitéticas ou meioticas em relacdo a
homologia cromossémica, variagbes numeéricas e estruturais, poliploidia e
mecanismos evolutivos dos cariotipos podem fornecer informacfes uteis aos
programas de melhoramento que visam a obtencdo de cultivares melhoradas. Além
disso, um estudo cariotipico em muitos casos contribui para 0 aumento no nadmero
de marcadores citolégicos que quando relacionados a determinados aspectos
horticulturais auxiliam na caracterizacdo de cultivares. As espécies de Manihot sao
consideradas alotetrapléides, com 2n=36 e um numero basico x=9. Cruzamentos
interespecificos naturais podem ocorrer com certa freqiéncia produzindo hibridos
férteis ou ndo e, que, nos casos de infertilidade, essa caracteristica pode ndo ser
facilmente detectada por andlise fenotipica. No entanto, acredita-se que estas
espécies sofreram processo de diploidizacdo ao longo da evolucdo, apresentando
hoje um comportamento meiotico tipico de dipléide. Este trabalho realizou a anélise
mitética e meidtica em nove espécies do género Manihot, a fim de confirmar a
estabilidade cariotipica descrita na literatura. Para isso, trés variedades de mandioca
e oito espécies silvestres foram analisadas. O estudo revelou uma forte estabilidade
do cariotipo mitético entre as espécies quanto ao numero e morfologia
cromossbmica, o tamanho médio dos cromossomos de 1,75 e maximo de dois pares
de satélites. A meiose foi regular em espécies selvagens e irregular em variedades
de 'manipeba’ M. esculenta, mostrando univalentes, bivalentes e trivalentes na
metafase, anafase |, mostrando o comportamento tipico de uma meiose tripléides e
parcialmente irregular em ' pornunc¢a”, produzindo poliades na microsporogénese.
Adicionalmente foi realizado um estudo molecular com marcador ISSR (Simples
sequéncia interna). Foram observados polimorfismos da ordem de 89,7% entre os
l6cus das espécies estudadas mostrando uma ampla variabilidade genética entre as
espécies do género que podem ser fontes importantes de genes a serem
empregados em programas de melhoramento da espécie cultivada. Entretanto,
como esperado, houve uma grande similaridade genética entre as variedades da
espécie M. esculenta em relacéo as espécies silvestres.

Palavras chave: Cromossomos mitoticos, poliploidia, meiose.
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ABSTRACT

The Manihot genus belongs to Euphorbiaceae family, has about 98 species and
native to tropical regions of the Americas, with greatest diversity center in Brazil, with
80% of Manihot species, showing a large vegetative polymorphism and a potential
source for cassava breeding programs. Cassava (Manihot esculenta Crantz) is the
only commercially cultivated species, with the shoots and the tuber roots used for
both human food and animal feed. Cassava roots are also used in the manufacture
of flour or in the composition of other products. Karyotypic analysis in mitotic or
meiotic cells concerning to chromosomal homology, numerical and structural
variations, polyploidy and evolution mechanisms of the karyotypes can provide useful
information for breeding programs aimed at achieving improved cultivars. In addition,
a karyotype study in many cases contributes to the increase cytogenetic markers that
while certain aspects related to horticultural assist in the cultivars characterization.
Manihot species are considered allotetraploid, with 2n=36 chromosome and x=9 as
basic number. Natural interspecific crosses can be found frequently, making in some
cases infertile hybrids. Infertility is not easily detected using phenotypic analysis.
However, it is believed that these species undergone diploidization process along the
evolution, now showing a meiotic behavior of a diploid. This work aimed the mitotic
and meiotic analysis in nine species of the genus Manihot in order to confirm the
karyotypic stability described at literature data. Three varieties of cassava and eight
wild species were analised. The analysis revealed strong mitotic stability among
species regarding the number and chromosome morphology, average size of
chromosomes of 1.75 and maximum of two pairs of satellites. The meiosis was
regular in wild species and irregular in varieties of M. esculenta 'manipeba’, showing
univalent, bivalent and trivalent at metaphase-anaphase |, showing typical behavior
of a triploid and partly irregular meiosis in ‘pornunca’, producing polyads in
microsporogenesis. An additional study was performed with molecular marker ISSR
(Inter simple sequence repeat). Polymorphism was observed in 89.7% among the
locus of the species, but as expected, there was a great genetic similarity between
varieties of M. esculenta cultivated for the wild species.

Keywords: Mitotic chromosomes, polyploidy, meiosis.
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INTRODUCAO

O género Manihot (Euphorbiaceae) possui 98 espécies identificadas, sendo o
Brasil central (Sul de Goias e Oeste de Minas Gerais), considerado 0 maior centro
de diversificacéo, seguido do Sudeste do México, do Nordeste do Brasil, do Sudeste
do Mato Grosso e a Bolivia (NASSAR, 2000). E originario do continente americano
distribuindo-se desde os Estados Unidos até a Argentina. De todas as espécies do
género, M. esculenta Crantz (macaxeira ou mandioca) tornou-se particularmente
importante, por ser uma das culturas alimentares mais difundidas no mundo, uma
vez que se aproveita tanto a parte aérea como as raizes reservas, seja para 0
consumo humano ou animal, bem como parte da composi¢éo de diversos produtos e
subprodutos. Sua utilizacdo € especialmente intensa em paises em
desenvolvimento, onde as deficiéncias caldricas e a subnutricdo sdo generalizadas
(FUKUDA, 1996). Neste contexto, a mandioca se destaca por sua importancia

nutricional e social, como elemento tradicional da dieta da populacao rural e urbana.

Todas as espécies do género analisadas citogeneticamente até o momento
apresentam cariétipo com 2n=36, cromossomos pequenos e muito similares de dificil
andlise por meio de técnicas convencionais (CARVALHO e GUERRA, 2002). Com
relacdo ao comportamento meidtico as espécies apresentam na maioria dos casos
meiose regular sem alteracdes significativas durante a divisdo (NASSAR, 2002).
Contudo, a utilizacdo da técnica de citogenética molecular como a hibridizac&o in
situ fluorescente (FISH), por exemplo, vem auxiliando na identificacdo de
marcadores cromossOmicos uteis e na identificacdo de modificacdes na constituicao
gendbmica que permitam a distingdo entre as espécies e variedades cultivadas
(CARVALHO e GUERRA, 2002; BRASILEIRO — VIDAL, et al., 2009).

Uma outra alternativa na caracterizacdo ou distingdo entre espécies e
variedades cultivadas sdo os marcadores moleculares. Estes sao abundantes nos
genomas vegetais comportando-se muitas vezes como ferramentas rapidas e
eficazes para o estudo dos diferentes genomas, uma vez que detectam
polimorfismos diretamente ao nivel do DNA, ndo sofrendo influéncia ambiental e
sendo independentes do estadio de desenvolvimento da planta (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998). Com o0 uso de técnicas moleculares, as espécies de

Manihot foram analisadas através de marcadores como RAPD (Random Amplified

14



Polymorphic DNA) e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) com o intuito
de estudar o grau de relacdo genética entre a mandioca cultivada e espécies de
ocorréncia natural (SECOND, 2000). Sardos et al. (2009) confirmaram a condi¢cao
triploide em dois clones de mandioca ‘Briskit' e ‘Mariango-red’ com base na
observacéo de alelos sem triplicata em dois loci de microssatélites. Os marcadores
microssatélites (Simple Sequence Repeats - SSR) apresentam carater co-

dominante, podendo diferenciar homozigotos dos heterozigotos.

Diversas técnicas baseadas em PCR utilizando marcadores moleculares estdo
disponiveis atualmente, principalmente as que ndo requerem grandes quantidades
de DNA nem mesmo de informacfes prévias sobre o genoma alvo. O marcador
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) apresenta o perfil de marcador néo
ancorado, multiloci além de gerar um bom padrédo de DNA fingerprinting. Pode ser
utilizado com eficiéncia na analise da diversidade genética de Manihot, ja que o
mesmo tem se mostrado eficaz na caracterizacao da diversidade genética de outras
espécies (POCZAI et al., 2008), bem como na identificacdo de acessos e cultivares
agronomicamente importantes para o melhoramento genético (ISSHIKI et al., 2008;
WILKINSON, 2000).

Com base no exposto o presente trabalho se propds a realizar uma analise
mitética e meidtica por meio da técnica de coloracdo convencional, tomando como
acessos, variedades da mandioca cultivada (M. esculenta Crantz) e outras espécies
do género Manihot, a fim de caracterizar os cariotipos. Além de, realizar um estudo
molecular com marcadores ISSR objetivando comparar o nivel de diversidade

genética intra e interespecifica.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- MANIHOT

2.1.1- ORIGEM, DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E DOMESTICACAO

O género Manihot Miller (Euphorbiaceae Juss) é origindrio do continente
americano distribuindo-se desde os Estados Unidos até a Argentina (ROGERS e
APPAN, 1973). Possui 98 espécies, sendo o Sul de Goias e Oeste de Minas Gerais,
considerados o maior centro de diversificacdo, seguidos do Sudeste do México,
Nordeste do Brasil, Sudeste do Mato Grosso e a Bolivia, respectivamente (Figura.l).

Muitas espécies ocorrem também na Amazoénia (OLSEN e SCHAAL, 2001).

£
® Maiores centros de diversificacao da % >
mandioca

Modificado de: http://portaldoprofessor.mec.gov.br/fichaTecnicaAula.html?aula=7823

Figura 1: Maiores centros de diversificagdo do género Manihot.
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Este género apresenta pelo menos dois centros de especiagcdo: um na costa
Oeste do México e Guatemala e outro no planalto central do Brasil (VALLE, 1991).
NASSAR, 1978, considerou que o Brasil central seria o centro principal de
diversidade das espécies, pela idade antiga da regido e também por serem
encontradas nela espécies com caracteristicas mais primitivas M. stipulares, M.
pussilla, M. longepetiolata com inflorescéncias didicas e M. stricta, M. purpureo-

costata e M. salicifolia com folhas sésseis ndo lobadas.

A mandioca foi domesticada visando a producao de raizes a partir de espécies
silvestres como M. flabelifolia e M. peruviana (ALLEM, 1987). Possivelmente, a
domesticacdo ocorreu simultaneamente em diferentes partes dos tropicos. Estudos
mais recentes indicaram os Estados do Tocantins, Goias, Mato grosso, Rondénia e
Acre como possiveis regifes brasileiras de inicio da domesticacdo da mandioca e,
apos serem domesticadas pelas popula¢des indigenas americanas, as espécies de
Manihot foram introduzidas no continente africano e nas Filipinas, levadas pelos
portugueses e chineses no século XVI com o advento das navegacdes (OLSEN e
SCHAAL, 1999). Da Africa se espalharam nas m&os de comerciantes por todas as
regides do continente asiatico (ROGERS e APPAN, 1973).

2.1.2- IMPORTANCIA ECONOMICA

A mandioca exerceu um papel fundamental para as popula¢cdes nativas da
América do Sul, foi a principal fonte de carboidratos para as populacdes pré
colombianas, sendo cultivada desde entdo em nivel de subsisténcia e também como
produto comercial. Atualmente, identificadas 98 espécies do género Manihot a
mandioca, M. esculenta Crantz, é a Unica espécie cultivada para o consumo de suas
raizes reserva (FOKUDA, 1999). Em funcéo do tipo de raiz a mandioca pode ser
classificada em: 1) de "mesa" ou mansa é comercializada na forma cozida in natura
nao tem sabor amargo e contém baixo teor de glicosideos cianogénicos e 2) para a
industria ou brava transformada principalmente em farinha e fécula, a mandioca
brava tem sabor amargo, com alto teor de glicosideos cianogénicos (VALLE et al.,
2004).

18



Em 2009 a producdo mundial de raiz, farinha e fécula de mandioca alcancou
242 milhdes de toneladas. Os destaques foram para a Nigéria, com 45 milhdes de
toneladas, Tailandia, 30,1 milh6es de toneladas e Brasil, responsavel por 26,6
milhdes de toneladas. No Brasil, em 2010 a receita com as exportacdes de raiz e
derivados de mandioca superou os cinco milhdes de délares (IBGE, 2010). Devido a
sua importancia socio-econémica, a mandioca vem obtendo um crescimento médio
anual de 2,6% e passando de 97 milhdes para 173 milhdes de toneladas nos ultimos
anos. O mercado internacional é dominado por paises como a Tailandia que detém
mais de 50% das exportacbes mundiais de mandioca e seus derivados. Contudo, as
oportunidades de exportacbes s6é comecaram a ter um aumento gragcas ao
crescimento e modernizacdo da industria de fécula e amidos modificados e ao
estabelecimento das empresas processadoras de mandioca pré-cozida congelada
(CARDOSO e GAMEIRO, 2006).

A mandioca é cultivada em todo o territério nacional, destacando-se a Regido
Nordeste como produtora e também consumidora de suas raizes. Nas Regides
Norte e Nordeste quase toda a producdo é usada na fabricacdo de farinha e para
consumo direto das raizes seja para alimentacdo humana ou animal, no entanto nas
Regides Sul, Sudeste e Centro-oeste a raiz € utilizada para outros fins,
principalmente para producédo de fécula que junto com seus produtos derivados, tém
competitividade crescente no mercado de amilaceos para a alimentacao humana, ou
como insumos em diversos ramos industriais tais como o de alimentos embutidos,
embalagens, colas, mineragdo, téxtil e farmacéutica. Muitas espécies de Manihot
sdo produtoras de latex, entre elas, a M. glaziovii Muell e a M. caerulescens Pohl,
estas foram usadas durante muitos anos para producéo de borracha (CARDOSO e
GAMEIRO, 2006).

Com grande potencial de resisténcia ao estresse hidrico a mandioca serve
principalmente como base alimentar para populacdes de baixa renda em todo o
mundo. Ocupa o quarto lugar como fonte de carboidratos nos tropicos, superada
apenas pelo arroz, cana-de-actcar e milho. E cultivada principalmente a nivel de
subsisténcia por pequenos agricultores. No entanto existem produtores com areas
plantadas superiores a 2000ha, em solos de menor fertilidade em rotacdo com
culturas como soja, milho e pastagens (ALVES et al., 2008).
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2.1.3- SISTEMATICA E CARACTERISTICAS BOTANICAS

A familia Euphorbiacea Juss é formada por arvores, arbustos e ervas e tem
como caracteristica principal a presenca de latex em suas espécies. Amplamente
distribuida no globo, com maior diversidade nas regides tropicais, a familia é
composta por cerca de 307 géneros e aproximadamente 6.900 espécies, com
destaque para os géneros Euphorbia (2.000 sp), Croton (750), Phyllanthus (500),
Acalypha (400), Glochidion (300), Macaranga (250), Antidesma (150), Tragia (150),
Jatropha (150) e Manihot (98) (JUDD et al., 1999).

Pertencente a subfamilia Crotonoideae, o género Manihot Miller tém
reconhecidas 98 espécies distribuidas em 19 secdes, das quais 13 ocorrem no
Brasil (ROGERS e APPAN, 1973), estas sao perenes, crescem em areas abertas e
desenvolvem-se na maioria dos solos, desde calcarios e bem drenados até os
poucos profundos e pedregosos. Variam quanto ao padréo de crescimento, podendo

ocorrer como arbustos, subarbustos e arvores (SOARES, 1995).

A mandioca possui uma raiz pivotante principal que origina quatro ou mais
raizes secundarias (Figura 2.1), as raizes reserva tém distribuicdo e profundidade
variavel, apresentando uma pelicula externa fina que pode apresentar diversas
cores. As raizes das espécies cultivadas fornecem uma grande quantidade de
carboidratos contendo também amido e concentra¢cdes variadas de acido cianidrico
(LEON, 1987).

As folhas de Manihot sdo deciduas, duram cerca de dois meses dependendo
da variedade e das condi¢des climaticas. O peciolo apresenta coloracao e tamanho
variavel, com tonalidades variando desde verde a verde- amarelada, vermelha e
roxa. Apresentam laminas coriaceas ou membranaceas divididas em cerca de 3 a 11
lobos (Figura 2.2), a forma varia de lanceoladas, obovada, ovada e reniforme
(SOARES e SALVIANO, 2000).

As inflorescéncias sao do tipo panicula ou racemo. As flores masculinas e
femininas séo separadas com coloracao variada dependendo da espécie. Na parte
superior da inflorescéncia estéo as flores estaminadas, monoclamideas, desprovidas

de corola apenas com o célice que é formado por cinco sépalas imbricadas. Na
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parte basal estdo posicionadas as flores femininas, estas sdo maiores do que as
masculinas. O ovario é supero, trilocular, com um 6vulo em cada l6culo, os estiletes,
em numero de trés, sdo curtos e presos entre sim. Na extremidade dos estiletes
encontram-se o estigma, bem desenvolvido, largo, carnoso e ondulado (Figura 2.3)
(ROGERS e APPAN, 1973).

O fruto é esquizocarpaceo, com formacéo de cocas e presenca do carpoforo,
tem deiscéncia septicida e loculicida, de superficie geralmente lisa, podendo haver
espécies com frutos alados. A maturacdo dos frutos dura cerca de seis meses
quando se abrem e expulsam as sementes a grandes distancias das plantas
chegando a atingir até 30 metros. As sementes sédo tipicas das euforbiaceas com
superficie lisa e brilhante coberta por manchas escuras e carunculadas (Figura 2.4)
(CARVALHO e FUKUDA, 2006).

http://plants.usda.gov/java/profile?symbol

Figura 2: Partes botanicas de M. esculenta. 1. Raiz; 2. Folhas; 3. Inflorescéncia; 4.

Fruto e semente.

21


http://plants.usda.gov/java/profile?symbol

2.1.4 BANCOS DE GERMOPLASMAS

Os bancos de germoplasmas funcionam como unidades mantenedoras do
material genético disponivel. Os bancos podem ser considerados: in vivo, que
podem ser divididos em dois grupos: os bancos ativos de germoplasma conhecidos
com in situ, que tratam do trabalho com germoplasma mantido no seu hébitat
natural, e aqueles que mantidos fora do seu habitat natural em colecbes, chamados
ex situ ; Ja a outra categoria de bancos de germoplasma corresponde aos bancos in
vitro resultantes do cultivo de meristemas ou ainda, banco de sementes genéticas.
No Brasil, a maioria das colecdes de variedades de mandioca e espécies de Manihot
estdo mantidas ex situ, apesar de constituir uma das formas que mais precisam de
manutencdo com investimentos de méao de obra, além de oferecer maiores riscos de
perdas principalmente por ataques de pragas como a broca e os acaros. Ja a
conservagao in vitro constitui uma das formas mais grandemente utilizadas de
preservacao do germoplasma de mandioca, permitindo manter um maior nimero de

individuos ocupando uma pequena area (ALVES et al., 2008).

Em decorréncia da facilidade de polinizacdo cruzada, da heterozigosidade
caracteristica das espécies de Manihot e da deiscéncia abrupta dos frutos a
mandioca possui uma gama de gendtipos diferentes. O Brasil € portador de uma
ampla variabilidade genética do género Manihot, mantida em cole¢des de trabalho e
bancos ativos de germoplasma distribuidos em todo o pais. A conservacdo do
germoplasma de mandioca é fundamental para reduzir a chamada ‘erosdo genética’,
mantendo toda variabilidade disponivel da espécie, com a maior integridade
possivel, para os trabalhos de melhoramento com a cultura (ROCA et al., 1991,
ALVES et al., 2008).

A caracterizacdo genética dos diferentes acessos de bancos de germoplasma
€ uma importante fonte de dados para melhoristas e conservacionistas, uma vez que
permite um melhor estudo da composicdo genética além de permitir uma selecao
mais eficiente dos gendétipos a serem utilizados em programas de melhoramento
genético. Isso facilita a deteccdo da variabilidade genética para fins de
melhoramento convencional ou com fins biotecnolégicos, bem como programas de
conservacao e reflorestamento (BENKO-ISEPPON, 2001; SARDOS et al., 2009). Os

acessos de mandioca sdo caracterizados basicamente por diferenciacdo botéanica,
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analisando caracteres como descritores de raiz, caule e folha (FUKUDA et al., 1997).
Além dos caracteres morfolégicos, os moleculares e também citogenéticos, séo
importantes na diferenciacdo de genoétipos de Manihot, estes permitem identificar

com maior seguranca acessos duplicados nos bancos (SILVA et al., 2010).
2.2- CITOGENETICA

O uso de técnicas citogenéticas tem se mostrado uma eficiente metodologia
para caracterizacdo de varios grupos vegetais, diferentes espécies, importantes
economicamente ja tiveram seu cariotipo estudado através da citogenética classica,
avaliando numero, tamanho e morfologia cromossémica além do comportamento
meiotico (CARVALHO e GUERRA, 2002; CARVALHO et al., 2005). A citogenética
vegetal contribui de forma acentuada para o melhoramento de plantas, tendo em
vista identificar alteracbes cromossdmicas mitoticas e meidticas, analisar hibridos e
seus descendentes, realizar estudos relacionados a transferéncias de genes entre
espécies nativas e cultivadas, identificar alteracdes cromossdmicas ocorrentes no
cultivo in vitro, além de analises das origens e reconstrucdes de polipléides (STACE,
2000; GUERRA, 2004).

O estudo do comportamento meidtico das espécies constitui-se em uma
ferramenta importante para programas de melhoramento, podendo ser realizado
através da citogenética convencional utilizando corantes como giemsa, hematoxilina,
carmim e orcéina que coram tanto 0s cromossomos meiéticos quanto os mitéticos
por inteiro, assim como nucleos interfasicos (GUERRA et al., 1997; FEITOZA et al.,
2009). Segundo Defani-Scoarize et al. (1995), o sucesso da hibridagéo, tanto intra
guanto interespecifica, em termos genéticos, é determinada por uma meiose regular,
para que resulte na formacgéo de gametas viaveis. O conhecimento da fertilidade das
espécies envolvidas num programa de hibridacéo interespecifica € importante para
que o melhorista tenha chance de ser bem sucedido nos cruzamentos a serem
realizados (MARTINS et al., 2010; VEIGA et al., 2009).

A poliploidia, ou seja, a existéncia de mais de dois genomas no mesmo nucleo,
é de ocorréncia comum nas plantas, tendo desempenhado um importante papel na
origem e evolucédo de plantas silvestres e cultivadas (SCHIFINO-WITTMANN et al,
2004). A ocorréncia da poliploidia espontanea foi constatada, no género Manihot, por
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Hahn et al. (1992) em um hibrido artificial entre M. esculenta e M. epruinosa e por
Carvalho et al. (1999) em um triploide natural, 2n=54 de M. esculenta variedade
‘Manipeba’. Segundo Sardos et al. (2009) a mandioca € uma cultura submetida a
uma forte selecdo humana, e o estabelecimento de tripldides envolve a selecdo e

manutengao por parte dos agricultores.

De acordo com Guerra (1988) a poliploidia é o tipo de variagdo cromossémica
que predomina na evolucdo vegetal. Mable (2003) afirmou que a poliploidia
encontra-se presente em 95% das pteridofitas e em até 80% das angiospermas.
Cerca de 40% das espécies cultivadas apresentam algum grau de poliploidia, como
alfafa (Medicago sativa), algoddo (Gossypium hirsutum), batata (Solanum
tuberosum), batata doce (Ipomoea batatas), café (Coffea arabica), cana de acucar
(Saccharum officinarum), fumo (Nicotiana tabacum), morango (Fragraria ananassa),

abacaxi (Ananas comosus) e trigo (Triticum aestivum).
2.2.1- CITOGENETICA DE MANIHOT

Mesmo sendo muito cultivada a mandioca é ainda pouco estudada do ponto de
vista genético e citogenético. Analise sobre o conteido de DNA em M. esculenta
revelou que a mandioca é uma espécie dipldide com base em 1,67 pg de DNA e um
complemento haploide de 772 Mb (AWOLEYE et al., 1994). Por outro lado, a
citogenética tem apontado uma origem alotetrapléide para Manihot com base em
x=9 e numero dipléide 2n=36 encontrado em todas as espécies do género
analisadas até agora (UMANAH e HARTMANN, 1973; CARVALHO E GUERRA,
2002), com excecao da M. esculenta que apresenta numero cromossémico 2n= 54
descrito por Carvalho et al., (1999). O nimero cromossdmico da mandioca, 2n=36,
foi determinado inicialmente por Graner (1935), e posteriormente confirmado por

outros autores.

Contudo, acredita-se que as espécies tenham sofrido processo de
diploidizacdo ao longo da evolucdo apresentando atualmente um comportamento
cromossOmico tipico de um dipléide. A estabilidade do cariétipo do género foi
evidenciada através da técnica de hibridizacdo in situ utilizada na analise de 34
acessos de Manihot. Os resultados obtidos mostraram que todos os cariotipos

apresentavam quatro cromossomos com uma unica sequéncia rica em CG marcada
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(blocos CMA3") na regido subterminal e seis sitios de DNAr 45S, dos quais quatro
foram encontrados na mesma posi¢do que os blocos CMA3", demonstrando uma
grande semelhanca cariotipica entre 0s acessos. Além disso, 0S acessos
apresentaram comportamento meiotico regular tipico de dipldides, exceto no caso
dos polipldides (CARVALHO e GUERRA, 2002; VEIGA et al., 2009).

2.3- MARCADORES MOLECULARES

Os marcadores moleculares sdo ferramentas bastante utilizadas em estudos
genéticos, podendo detectar polimorfismo diretamente ao nivel do DNA,
independente da idade do organismo, do tecido analisado e das influéncias
ambientais (OLIVEIRA et al., 2007). Estes s&o baseados na amplificacdo de
fragmentos de DNA por reagdo em cadeia da polimerase e tém sido grandemente
empregados nos programas de melhoramento de plantas. Os marcadores
moleculares podem ser empregados como ferramenta auxiliar, por exemplo, no
estudo da diversidade genética de populacbes, taxonomia, ecologia, avaliacdo do
potencial dos recursos genéticos disponiveis e na construcdo de mapas genéticos e
suas associacbes com caracteristicas agrondmicas entre outras aplicacdes
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; BENKO-ISEPPON et al., 2003).

Diferentes tipos de marcadores séo utilizados em programas de melhoramento
de plantas, diferenciando-se entre si quanto ao custo de aplicacdo, facilidade de uso
e consisténcia dos resultados (BOREM e CAIXETA, 2006). Dentre os marcadores
moleculares amplamente utilizados em estudos genéticos de plantas, pode-se
destacar o RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA), RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism),
SSR (Simple Sequence Repeat), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), SCARs
(Sequence Characterized Amplified Regions), e SNPs (Single Nucleotides

Polymorphisms), isoenzimas entre outros (ZARATER et al., 2005).

Os ISSR sao marcadores multiloci e arbitrarios produzidos por amplificacédo de
PCR com oligonucleotideos iniciadores (Olii) de microssatélites de 16 a 25pb.
(STAUB et al., 1996; GUPTA e VARSHNEY, 2000). Para utilizacdo desses
marcadores nao se faz necessario o conhecimento prévio do genoma, sdo menos

especificos quando comparados ao microssatélite e sédo reproduziveis com a
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vantagem de gerar grandes quantidades de bandas (GUPTA et al., 1994). Esses
marcadores sdo ferramentas rapidas e precisas na identificacdo de polimorfismos
entre genomas para estudos filogenéticos, taxonémicos e de melhoramento vegetal
(SALIMATH et al., 1995). Os marcadores ISSR foram utilizados com sucesso para
fins de caracterizagdo e estimativa da diversidade genética em culturas como cacau,
batata, trigo, feijdo e outras (PROVOST E WILKINSON, 1991; NAGAOKA E
OGIHARA, 1997; LANHAN E BREMAN, 1998; CHARTERS e WILKINSON, 2000;
JOSHI et al., 2000; AJIBADE et al., 2000).
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RESUMO- Analise cariotipica em células mitdticas ou meidticas em relacdo a homologia
cromossémica, variagcbes numeéricas, estruturais e poliploidia, além da identificacdo dos
mecanismos envolvidos na evolucdo dos cari6tipos nas espécies podem fornecer informacgoes
Uteis aos programas de melhoramento que visam a obtengdo de cultivares melhoradas. Além
disso, um estudo cariotipico em muitos casos contribui para 0 aumento no numero de
marcadores citoldgicos que quando relacionados a determinados aspectos horticulturais
auxiliam na caracterizagdo de linhagens e cultivares. As espécies de Manihot sdo consideradas
poliploides apresentando 2n=36 cromossomos e numero basico igual a x=9. Contudo,
acredita-se que essas espécies tenham sido diploidizadas ao longo do processo evolutivo
apresentando hoje, o comportamento meiético tipico de um dipldide. O presente trabalho
realizou a andlise mitdtica e meidtica, em nove espécies do género Manihot a fim de
confirmar a estabilidade cariotipica descrita na literatura. Foram analisadas trés variedades da
mandioca cultivada e nove espécies silvestres. A analise mitética revelou uma forte
estabilidade cariotipica entre as espécies em relacdo ao nimero e morfologia cromossémica.
O tamanho médio cromossémico observado foi de 1,75um e nimero maximo de dois pares de
satélites. A meiose nas espécies silvestres foi regular, j& nas variedades de M. esculenta a
meiose foi irregular em ‘manipeba’, com formagéo de univalentes, bivalentes e trivalentes na
metafase-anéfase |, apresentando comportamento tipico de um tripldide. J& em ‘pornunca’ foi
parcialmente irregular com formacdo de poliades ao final da microesporogénese. Os
resultados obtidos corroboram com a afirmacdo da condigédo tetraploides com base nos
pardmetros citogenéticos estudados e a indicacdo de uma evolucdo pds poliploidia para o

género Manihot.

Palavras- chave: Poliploidia, Melhoramento, Meiose irregular.
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INTRODUCAO

O género Manihot (Euphorbiaceae), é originario do continente americano e esta
distribuido desde os Estados Unidos até a Argentina possuindo aproximadamente 98 espécies
(NASSAR, 2000; ROGERS; APPAN, 1973). O Brasil, por ser um dos principais centros de
diversificacdo, possui uma grande diversidade de espécies do género (NASSAR, 2000). De
todas as espécies, Manihot esculenta Crantz, a mandioca, tornou-se particularmente
importante, por ser uma das culturas alimentares mais difundidas no mundo. Da mandioca
cultivada se aproveita tanto a parte aérea como as raizes tuberosas, seja para 0 consumo
humano ou animal, sendo utilizada como parte da composi¢édo de diversos outros produtos e
subprodutos, como: féculas, papel, embalagens, madeira prensada, cola e alcool
(TONUKARI, 2004).

As barreiras de isolamento reprodutivo, tais como incompatibilidade gametofitica,
isolamento geografico e diferencas sazonais, em espécies de Manihot sdo fracas, permitindo a
ocorréncia de hibridacdo interespecifica natural e artificial entre M. esculenta e espécies
silvestres (NASSAR, 2001). Os cruzamentos interespecificos podem ocorrer frequentemente,
produzindo hibridos naturais férteis ou inférteis. Nos casos de esterilidade, essa caracteristica,
além de outras alterages cromossémicas, pode ndo ser facilmente detectada por analise
fenotipica comprometendo etapas importantes no melhoramento genético (CARVALHO et
al., 1999; CARVALHO et al., 2009). Citogeneticamente, as espécies de Manihot sdo
consideradas alotetrapldides com 2n=36 e um ndmero basico x=9. Contudo, acredita-se que
essas espécies tenham sido diploidizadas ao longo do processo evolutivo apresentando hoje, o
comportamento tipico de um dipléide (CARVALHO e GUERRA, 2002).

A andlise cariotipica em células meiéticas constitui-se uma ferramenta bastante
informativa possibilitando a identificacdo de gendtipos férteis, problemas em relacdo ao
pareamento ou reconhecimento dos cromossomos homologos na progénie hibrida, além de
casos de ndo segregacdo das cromatides na anafase, que pode levar a formacdo de gametas
aneupldides. Essa analise contribui para minimizar possiveis erros de selegdo de progénies.
Desta forma, a indicacdo de parentais favoraveis nas hibrida¢fes pode ser facilitada através do
uso de parametros citogenéticos como a analise mei6tica. Embora um genétipo possa produzir
um grande numero de flores aparentemente normais, seus polens podem ndo ser viaveis
devido a irregularidades cromossomicas nas células maes de polens. Esse tipo de anélise pode
ser eficiente e de baixo custo (CARVALHO e GUERRA, 2002; VEIGA et al., 2009). O
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presente trabalho realizou a caracterizagdo cariotipica mitética e meidtica em nove espécies e
trés variedades do género Manihot por meio da coloracdo convencional a fim de gerar

informacdes basicas e que podem ser aplicadas em programas de melhoramento.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Foram utilizadas manivas ou manivas e botdes florais de trés variedades de Manihot
esculenta ‘manipeba’, ‘Pornunga’ e ‘Aipim Bravo’ além das espécies M. andmala, M.
carthaginensis, M. dichotoma, M. flabellifolia, M. glaziovii, M. irwinii, M. leptophyla, M.
peruviana e M. tomentosa, provenientes do banco de germoplasma de mandioca da Embrapa

Mandioca e Fruticultura Tropical, Cruz das Almas, BA.

Pré-tratamento e fixacao

As raizes jovens foram pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina (2mM) por 24 horas a 10
°C, fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: &cido acético glacial) por um periodo de 24 horas, e
acondicionadas no freezer a —20 °C até posterior andlise. Para o estudo mei6tico os botdes

florais foram fixados diretamente em Carnoy e posteriormente analisados.

Analise convencional

Para coloracdo convencional, as laminas foram preparadas através do esmagamento
em acido acético 45%, congeladas em nitrogénio liquido para remocéo da laminula e coradas
com Giemsa 2% (GUERRA E SOUZA, 2002). Tanto os botdes florais quanto as raizes foram
lavados em &gua destilada, duas vezes de 5 min. cada, hidrolisados em HCI 5N, por 10 a 20
min. Em seguida, as laminas foram preparadas de acordo com a metodologia de Guerra
(1983), montadas com Entellan e analisadas com uso do fotomicroscopio Leica DM 2500,
equipado com camera de video DC 345FX da Leica para captura das imagens as quais foram
processadas no programa CW 4000. O comportamento meidtico dos cromossomos foi

avaliado a partir de cinco individuos de cada espécie e cinco laminas por individuo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise mitotica realizada em M. esculenta variedades ‘manipeba’, ‘aipim bravo’ e
‘pornunga’ ¢ nas espécies M. anémala, M. dichotoma, M. flabellifolia, M. glaziovii, M. irwinii
M. leptophylla, M. peruviana e M. tomentosa revelou uma forte homogeneidade entre os
cariotipos dessas espécies, situacdo contraria a ampla plasticidade botanica observada entre as
mesmas. Os cariotipos de todas as espécies analisadas apresentaram-se semelhantes com
2n=36, com excecao da manipeba que apresentou 2n=54, morfologia cromossémica de meta a
submetacéntrica, tamanho médio cromossémico de 1,75um e nimero maximo de dois pares
satelitados com constricdes secundarias (RON) subterminais (Figura 1) como observado
também por outros autores (CARVALHO e GUERRA, 2002; NASSAR et al., 1995;
UMANAH e HARTMANN, 1973). Apenas a espécie M. leptophylla apresentou diferenca em
seu cariotipo apresentando as constricbes secundarias préximas ao centrdbmero e néo
subterminal como nas outras espécies (Figura 2. A), sempre sendo observado um numero
méaximo de quatro RONs. Essa mudanca na localizacdo das RONs foi considerado como um
marcador espécie-especifico, que pode, em muitos casos, auxiliar na identificacdo e na

caracterizacdo de linhagens e cultivares a serem usadas no melhoramento genético.

As espécies de Manihot sdo consideradas alotetrapldides e muitas espécies poliploides
possuem o comportamento tipico de um dipléide, comportamento esse que teria sido obtido
ao longo da evolugdo com a diploidizacdo do cariétipo como um processo adaptativo
(SINGH, 1993). Esse mecanismo pode ter ocorrido dentro do género Manihot levando a
estabilidade cariotipica observada entre suas espécies. As hibridacfes interespecificas, com
producdo de hibridos férteis podem ocorrer, naturalmente ou artificialmente, com quebra de
barreiras de isolamento reprodutivo. Por outro lado, todas as espécies, principalmente a
mandioca apresentam a via assexuada (estacas ou manivas) como processo alternativo de
reproducdo, contornando possiveis problemas meidticos pré ou pés-zigéticos (NASSAR,
2000; CARVALHO e GUERRA, 2002).

Para as espécies M. andémala, M. carthaginensis, M. flabellifolia e M. irwini, a meiose
apresentou-se regular, evidenciando cariétipo com 2n=36 e n=18 (Figura 2. B-C). Este
namero cromossdmico esta de acordo com estudos anteriores para as espécies do género
(GRANER, 1935; CARVALHO e GUERRA 2002; NASSAR, 2006). O pareamento entre 0S
bivalentes foi normal durante a metafase | com formacéo de 18 bivalentes, resultando em uma

segregacdo cromossdémica aparentemente regular durante a anéfase | e Il e sem formagéo de
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ponte anafésica (Figura 2. B-C). No final da microsporogénese, formaram-se quatro
microsporos, revelando uma meiose regular. Por outro lado, a variedade ‘Pornunca’,
apresentou meiose irregular com surgimento de meidcitos com quatro a seis micrésporos no
interior (Figura 2. F). Ja a variedade ‘Manipeba’ apresentou irregularidade total, 2n= 54, com
formacdo de univalentes, bivalentes e trivalentes na metéfase-anafase | (Figura 2. G),
comportamento este, tipico de um tripléide cujo nimero cromossémico dipléide 2n=54 foi
descrito pela primeira vez por Carvalho et al. (1999). A segregacdo cromossémica foi
irregular no final da meiose (anafase II), resultando em 100% das tétrades ou “poliades”
anormais apresentando um grande nimero de células no interior, em média 20 células por
meidcito (Figura 2. H). O género Manihot foi considerado tetrapldide com base na ocorréncia
de quatro constricdes secundarias e dois pares de homologos (UMANAH e HARTMANN,
1973). No entanto, a condi¢cdo poliploide poderia significar irregularidade meidtica, com

queda no percentual de fertilidade.

A regularidade meidtica apresentada nas espécies M. irwini, M. anbémala, M.
carthaginensis e M. flabellifolia sugere que as espécies do género possuem estabilidade
cariotipica inclusive quanto ao tamanho, morfologia e numero dipléide, 2n=36. A
“diploidiza¢do” cariotipica, segundo Singh (1993), é um processo adaptativo dos cariétipos
durante a evolucdo e pode ser o melhor processo para explicar o sucesso de algumas
populacdes polipldides na natureza. Segundo Carvalho e Guerra (2002), isso pode ter ocorrido
nas espécies do género Manihot, onde hibridacdes interespecificas com producédo de hibridos

férteis podem ter ocorrido naturalmente com quebras de barreiras reprodutivas.
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Figura 1. Prometafases, Metafases e nucleos interfasicos de espécies de Manihot. A-C) Manihot esculenta
‘manipeba’, ‘Pornunga’ e ‘Aipim Bravo’, 2n= 54; D) M. glaziovii, 2n=36; E) M. tomentosa, 2n= 36; F) M.
irwinii, 2n=36; G) M. andmala, 2n=36; H) M. dichotoma, 2n=36; I) M. flabellifolia, 2n=36; J) M. peruviana,
2n=36. Setas apontam satélites. Observe na foto ‘a’ uma se¢do mostrando dois cromossomos satelitados

associados no momento da expresséo das RONs. Barra corresponde a 10um.
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Figura 2. A) Metafase mitdtica de M. leptophylla, 2n=36. Observe o par satelitado com constri¢do secundaria
proximal (seta); B-C) anafase | de M. irwini e M. anomala, 2n=36; D-E) metafase | com 18 bivalentes de M.
carthaginensis e M. flabelifolia, 2n=36; F) M. esculenta var. ‘Pornunga’ , 2n=36,Tétrade com duas pequenas
células adicionais; G-H) M. esculenta var. ‘Manipeba’, 2n=54, Poliade em Meiose Il e anéafase | apresentando

irregularidade com a maioria dos cromossomos retardatarios.
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RESUMO - O género Manihot possui uma ampla variabilidade genética em virtude de suas
espeécies intercruzarem e produzirem hibridos férteis que podem ser Uteis ao melhoramento
genético servindo como doadores de genes desejaveis a M. esculenta, espécie cultivada do
género. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a diversidade genética intra e
interespecifica dos acessos de Manihot através do uso de marcadores ISSR (Simples
sequéncia repetida interna). O marcador molecular ISSR tem se mostrado informativo no
estudo da diversidade genética e das relacBes filogenéticas evolutivas, bem como na
caracterizacdo de diversos acessos e cultivares. Neste trabalho foram analisadas cinco
espécies e duas variedades do género Manihot, além de duas espécies do género Croton
utilizadas como grupo externo, através do uso de um conjunto de 20 oligonucleotideos
iniciadores (Olii) ISSR UBC. Para analise do indice de similaridade entre as espécies e
acessos, foram utilizados os coeficientes de Jaccard e Simple matching. Os 20
Oligonucleotideos testados foram altamente polimérficos para todas as espécies analisadas,
sendo 89,7% dos locus polimdrficos, no entanto, como esperado, foi observado uma alta
similaridade entre as variedades da espécie cultivada. Os dados obtidos demonstraram a

eficiéncia do marcador para estudos intra e interespecificos no género Manihot.

Palavras -chave: Polimorfismo, Germoplasma, Diversidade genética, Mandioca.
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INTRODUCAO

O género Manihot possui 98 espécies, sendo que o Brasil central (Sul de Goias e
Oeste de Minas Gerais) € considerado o maior centro de diversificacdo, seguido do Sudeste
do México, Nordeste do Brasil, Sudeste do Mato Grosso e Bolivia (NASSAR, 1978; 2000). A
mandioca é a espécie cultivada do género de grande importancia e uma das maiores fontes de
amido, sendo consumida por mais de 600 milhdes de pessoas nas regides tropicais e
subtropicais do mundo (EL-SHARKAWY, 2006). O género Manihot apresenta variabilidade
genética natural em virtude de suas espécies intercruzarem e produzirem hibridos com
fertilidade. Essa caracteristica favorece projetos de pesquisa visando o melhoramento genético
com a mandioca cultivada (NASSAR e GRATAPAGLIA, 1986).

Os marcadores moleculares sdo ferramentas eficazes no estudo dos genomas, uma vez
que detectam polimorfismos diretamente ao nivel do DNA, ndo sofrendo influéncia ambiental
e sendo independentes do estadio de desenvolvimento do vegetal (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998). Em geral, sdo baseados na amplificacdo de fragmentos de DNA
por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e tém sido grandemente empregados nos
programas de melhoramento de plantas. Os marcadores moleculares podem ser utilizados, por
exemplo, no estudo da diversidade genética de populacGes, avaliacdo do potencial dos
recursos genéticos disponiveis, construcdo de mapas de ligacdo, deteccdo de QTLs e suas
associacGes com caracteristicas agrondmicas, dentre outras aplicacdes (BENKO-ISEPPON et
al., 2003).

ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) € uma técnica alternativa para estudar
polimorfismos baseados em microssatélites através dos genomas. O marcador molecular ISSR
tem se mostrado uma poderosa ferramenta para analise da diversidade genética, bem como na
caracterizacdo de acessos e cultivares de diversas espécies como 0 cacau e também espécies
do género Solanum (CHARTERS e WILKINSON, 2000; ISSHIKI et al., 2008). E um
marcador multiloco que n&o necessita de um conhecimento prévio do DNA ser estudado
(GUPTA et al., 1994), apresenta-se como uma tecnica de baixo custo, de facil uso e grande
reprodutibilidade (MATTEHEWS, 1999). ISSR utiliza uma seqliéncia simples repetida como
oligonucleotideo iniciador (Olii) para amplificar um fragmento de DNA delimitados por dois
microssatélites invertidos gerando um alto nivel de polimorfismo. Bornet e Branchard (2004)
utilizaram nove Olii ISSRs e demonstraram haver diferentes niveis de polimorfismo entre

Brassica e Arabidopsis € uma maior abundancia de sequiéncias de microssatélites no genoma
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de Brassica. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a diversidade genética intra e
interespecifica de acessos de Manihot através do uso de marcador ISSR, visando gerar

informacao bésica para fins de aplicacdo em programas de melhoramento genético.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

Foram estudadas cinco espécies e duas variedades do género Manihot, M. esculenta
var. ‘cruvela’, M. esculenta var. ‘mandiocaba’,M. caerulescens, M. dichotoma, M. dichotoma
var. ondulata e M. flabelifolia todas provenientes da colecdo de Manihot da Embrapa
Mandioca e Fruticultura Tropical - CNPMF, Cruz das Almas, BA. Além dessas, uma espécie
identificada como M. noronhensis do Arquipélago de Fernando de Noronha, PE também foi
estudado. Utilizou-se ainda, como material controle, duas do género Croton: C. fruticulosus e
C. rhamnifolius.

Extracéo e Quantificacdo de DNA Genbémico

Folhas jovens, situadas no terco superior da planta, foram coletadas para extracdo de
DNA, seguindo-se a metodologia de Doyle e Doyle (1990). As amostras foram quantificadas
em gel de agarose 0,8% e visualizadas sobre luz ultravioleta. Todas as amostras foram

aliquotadas a 5 ng/pl para utilizagdo em rea¢des de PCR.

Amplificacdo por PCR e andlise dos polimorfismos gerados

Um conjunto de 20 oligonucleotideos iniciadores (Olii) ISSR UBC [University of
British Columbia] (Tabela 1) foi testado para amplificacdo via PCR. O marcador ISSR seguiu
0 protocolo de BORNET E BRANCHARD (2001) otimizado para o presente estudo. As
reacdes de PCR foram conduzidas em um volume final de 20 pL. contendo: 0,7 U de enzima
‘Tag DNA polimerase’, tampao da enzima 1X, 2,5 mM MgCI2, 1 mM dNTP, 50 uM de
primer e 25 ng de DNA gendmico. O programa consistiu de uma desnaturagéo inicial a 94°C
por 4 min, seguido por 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 seg, anelamento do olii a

49,7-58°C (dependendo do olii) por 35 seg e extensdo a 72°C por 2 min, seguida de extensao
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final por 7 min a 72°C. A amplificacdo foi corada com Sybr e separada por eletroforese em
gel de agarose a 1,2% em tampé&o de TAE 10X e foram visualizados e fotografados sob luz

ultra-violeta.

Analise estatistica dos produtos amplificados por ISSR

A partir dos produtos amplificados, foi construida uma matriz binaria baseada em
informacdes de presenca e auséncia de bandas caracteristicas de cada iniciador para cada um
dos acessos. Para anélise de similaridade foi empregado o coeficiente de Jaccard e Simple
matching, através do programa NTSYS—pc 2.1 software (ROHLF, 2000) e o dendograma foi
construido com base no agrupamento estatistico UPGMA. O indice PCO também foi utilizado
para analise comparativa usando o software FAND 1.23 (SCHLUTER e HARRIS, 2006)

agrupando as espécies também com base no coeficiente de Jaccard.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 20 Oligonucleotideos testados foram altamente polimdrficos e amplificaram um
total de 584 bandas (Tabela 1). O nimero de bandas variou de 13 no olii UBC 841 a 48 no
olii UBC 810, possuindo entre 200 até 2000pb. A figura 1 mostra o perfil eletroforético
apresentado por alguns dos olii ISSR utilizados neste trabalho. Com relacdo ao nimero de
l6cus o total foi de 155 variando de 3 l6cus nos olii UBC 816 e 841 a 16 no UBC 810, deste
total 99,3% dos locus foram polimorficos. O menor valor polimérfico ocorreu no Olii UBC
887. No entanto, observou-se que em 15 dos 155 lécus, o polimorfismo ocorreu
exclusivamente devido a presenca do grupo externo, havendo entdo homogeneidade nesses
I6cus para as espécies de Manihot (Tabela. 1). Assim sendo, considerou-se que 89,7%
representa de fato, o polimorfismo existente entre os acessos estudados do género Manihot.
Usando marcadores ISSR no estudo da variabilidade genética em etnovariedades de mandioca
Mihlen et al. (2000), obteve 97,96% de olii polimorficos e uma média geral de 4,5 alelos por
loco. Segundo Freitas et al. (2000) o resultado de estudos com marcadores obtidos para as
espécies cultivadas, como o trigo (similaridade média equivale a 73%), mostrou um indice
menor de polimorfismo, revelando, segundo o0s autores, uma estreita relacdo entre

domesticacdo e similaridade genética entre variedades.
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A similaridade genética apresentada pelo coeficiente de Jaccard, para as espécies do
género Manihot, revelou a maior proximidade entre as espécies M. dichotoma var. ondulata e
M. caerulescens (0.5098) e a menor entre M. esculenta var. ‘Mandiocaba’ e M. dichotoma
(0.3137) (Tabela 2). A mesma andlise de similaridade realizada pelo coeficiente Simple
matching mostrou uma maior similaridade entre as espécies M. esculenta var. mandiocaba e
M. esculenta var. cruvela (0.6967) enquanto que menor relacdo de proximidade genética foi
encontrada entre M. noronhensis e M. dichotoma (0.5290) (Tabela 3). Nos dendogramas
gerados pelos dois coeficientes podemos observar a formacgéo de 3 grupos distintos formados
por: 1- as duas espécies do grupo externo; 2- M. caerulescens, M. dichotoma e M. dichotoma
var. ondulata 3- M. esculenta var. mandiocaba, M. esculenta var. cruvela e M. flabelifolia
(Figura 2 e 3). No entanto observa-se que a M. noronhensis ficou excluida dos grupos
formados, revelando uma distancia genética maior entre a mesma e as outras especies
analisadas neste trabalho, fato que pode ser atribuido a distancia geogréfica existente entre
esta espécie e as demais do género, ja& que a M. Noronhensis foi introduzida na ilha de
Fernando de Noronha — PE onde pode ter adquirido diferencas adaptativas. Através do uso de
marcadores microssatélites a maior distancia genética observada por Vieira et al., (2009) entre
32 variedades de mandioca foi de 0,9100, esse resultado se deve possivelmente ao maior

namero de variedades analisadas e ao fato de todas pertencerem a uma mesma espécie.

Observando os dois coeficientes fica bem clara a distancia genética existente entre as
variedades da espécie cultivada M. esculenta e os dois acessos de M. dichotoma. As duas
variedades de M. esculenta, ‘Cruvela’ e ‘Mandiocaba’, aparecem muito préximas, em
concordancia com o fato de representarem a mesma espécie e apresentando-se agrupadas com
a espécie M. flabelifolia, fato que reforca a opinido de varios autores que apontam esta espécie
como provavel ancestral da mandioca cultivada baseados no uso de marcadores moleculares
(OLSEN e SCHAAL, 2001; OLSEN, 2004). Outro fato que chamou a atencdo foi a
similaridade existente entre a M. dichotoma var. ondulata e a M. caerulescens, que foi maior
do que a similaridade entre M. dichotoma e a M. dichotoma var. ondulata, identificadas como
pertencentes a mesma espécie, mas que apresentam diferencas botanicas marcantes quanto ao
formato e tamanho dos frutos, folhas, quantidade de latex e porte da planta. Enquanto que a
M. dichotoma var. ondulata e a M. caerulescens apresentam uma maior semelhanca

morfoldgica.
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Com base no coeficiente de Jaccard foi gerado também o grafico PCO (Grafico de
distribuicdo em coordenadas principais) (Figura 4). Neste grafico assim como nos dois
dendogramas gerados os acessos de M. esculenta, ‘Cruvela’ e a ‘Mandiocaba’, aparecem
muito proximas, havendo proximidade também entre a M. dichotoma var. ondulata e a M.
caerulescens (Figura 4). Observou-se neste grafico que as duas espécies do grupo externo sao
distantes entre si, C. fruticulosus acima do eixo Z e C. rhamnifolius abaixo do axis Z com
apenas 0.1639 de similaridade genética. As espécies M. caerulescens, M. dichotoma, M.
dichotoma var. ondulata e M. flabelifolia estdo dispostas no mesmo bloco. As variedades
‘mandiocaba’ ‘cruvela’ também estdo agrupadas no mesmo bloco, sustentadas por um

coeficiente de similaridade de Jaccard de 0.5 (Figura 4).

Marcadores ISSR tém sido amplamente empregados para detectar polimorfismos
intraespecificos em diversas espécies cultivadas incluindo as do género Citros e também
outras culturas como amendoim e arroz (PHARMAWATI et al., 2004). Blair et al. (1999)
obtiveram, em arroz, maior porcentagem de fragmentos polimdrficos com marcadores ISSR
guando comparados a marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism).
Embora ISSR sejam marcadores dominantes, tém a vantagem de analisar loci multiplos em
uma Unica reacdo (GOULAO e OLIVEIRA, 2001), além de produzirem fragmentos com
grande reprodutibilidade, quando comparados a outros marcadores com base em PCR néo-
especifico como RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) (WOLFE e LISTON,
1998). Para o género Manihot a alta reprodutibilidade dos marcadores ISSR revelou claras
divergéncias genéticas entre as espécies estudadas neste trabalho, observando-se

polimorfismo genético entre variedades cultivadas e as demais espécies.

A utilizacdo de dois coeficientes estatisticos, Jaccard e Simple matching, para avaliar o
nivel de similaridade genética, permitiu uma comparacdo entre os resultados e aumentou a
confiabilidade dos mesmos, mostrando que tanto os dendogramas, quanto o grafico PCO,
seguiram a mesma linha no padrao de polimorfismo e que embora a maioria dos trabalhos ndo
utilize o Simple matching para anélise de dados binarios este coeficiente, para Manihot,

mostrou-se satisfatorio.
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Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores ISSR, incluindo suas temperaturas de anelamento (Tm),

nimero total de bandas, nimero total de I6cus, nimero de I6cus polimorficos e porcentagem de

polimorfismo. Letras significando oligonucleotideos degenerados: D = (A,G,T); Y= (C, T) e V= (A,

C, G).
Olii Sequéncia (5> —» 3’) Tm N° total de  N° total Locus %
(C°) bandas  delécus polimérficos ~ Polimorfismo

809 AGAGAGAGAGAGAGAGG 52.8 44 10 10 100%
810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 50.4 48 16 16 100%*
811 GAGAGAGAGAGAGAGAC 52.8 18 5 5 100%
812 GAG AGA GAG AGA GAG AA 50.4 20 5 5 100%*
815 CTCTCTCTCTCTCTCTG 52.8 20 4 4 100%*
816 CAC ACACACACACACAT 50.4 17 3 3 100%*
817 CAC ACACACACACACAA 50.4 18 5 5 100%*
818 CAC ACACACACACACAG 53.0 27 10 10 100%*
823 TCTCTCTCTCTCTCTCC 51.0 42 9 9 100%*
825 ACA CACACACACACACT 50.4 38 10 10 100%*
826 ACA CACACACACACACC 52.8 24 5 5 100%*
827 ACA CAC ACACACACACG 52.8 36 7 7 100%
828 TGT GTG TGT GTG TGT GA 50.0 20 7 7 100%
841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 52.0 13 3 3 100%
842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG 54.0 34 9 9 100%
861 ACC ACC ACC ACCACCACC 60.5 17 5 5 100%*
862 AGC AGC AGC AGC AGC AGC 58.0 35 7 7 100%*
864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG 51.9 27 10 10 100%
887 DVD TCT CTCTCT CTCCT 52.0 43 9 8 88,9%
888 BDB CAC ACACAC ACACA 52.0 43 10 10 100%
Total: 584 155 154 99,3%

(*) polimorfismo ocorrido apenas em razdo do grupo externo
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Tabela 2. Coeficiente de similaridade genética entre espécies do género Manihot e grupo externo

Croton pelo método de Jaccard. 1- M. esculenta var. ‘Mandiocaba’; 2- M. noronhensis; 3- M. esculenta

var. ‘Cruvela’; 4- M. caerulescens; 5; M. dichotoma; 6- M. dichotoma var. ondulata; 7- M. flabelifolia;

8-Croton fruticulosus e 9- C. rhamnifolius.

Spl
Sp2
Sp3
Sp4d
Sp5
Sp6
Sp7
Sp8
Sp9

Spl
1

0.3738
0.5000
0.3551
0.3137
0.3669
0.4368
0.1744
0.1702

Sp2

1

0.3962
0.3571
0.3177
0.3684
0.3963
0.1368
0.1818

Sp3

0.3644
0.4062
0.3888
0.4190
0.2142
0.2065

Sp4

1

0.4479
0.5098
0.3783
0.1397
0.1500

Sp5

0.4444
0.3921
0.1585
0.1954

Sp6

0.4952
0.1578
0.2142

Sp7 Sp8
1
0.1720 1

Sp9

0.1800 0.1639 1

Tabela 3. Coeficiente de similaridade genética entre espécies do género Manihot e grupo externo

Croton pelo método Simple maching. 1- M. esculenta var. Mandiocaba; 2- M. noronhensis; 3- M.

esculenta var. Cruvela; 4- M. caerulescens; 5; M. dichotoma; 6- M. dichotoma var. ondulata; 7 M.

flabelifolia; 8- Croton fruticulosus e 9- C. rhamnifolius.

Spl
Sp2
Sp3
Sp4d
Sp5
Sp6
Sp7
Sp8
Sp9

Spl Sp2 Sp3 Sp4 Sp5 Sp6 Sp7

1

0.5677 1

0.6967 0.5870 1

0.5548 0.5354  0.5612 1

0.5483 0.5290 0.6322 0.6580 1

0.5548 0.5354 0.5741 0.6774  0.6451 1

0.6258 0.5677 0.6064  0.5548 0.6000 0.6580 1
0.5419 0.4709 0.5741 0.4838 0.5548 0.4838 0.5032
0.4967 0.4774 0.5290 0.4516  0.5483 0.5032  0.4709

Sp8 Sp9
1
0.6709 1
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Figura 1. Produtos das amplificages ISSR-PCR em gel de agarose 1,2%. Oligonucleotideos iniciadores
UBC 823 e 810. M1- marcador DNA Ladder Plus 100pb; M2- marcador DNA Ladder Plus 1Kb; 1- M.
esculenta var. ‘Mandiocaba’; 2- M. noronhensis; 3- M. esculenta var. ‘Cruvela’; 4- M. caerulescens; 5;
M. dichotoma; 6- M. dichotoma var. ondulata; 7 M. flabelifolia; 8- Croton fruticulosus e 9- C.

rhamnifolius.

,ﬁSpl

|— Sp3

Sp?

Sp2

|Sp4

|Sp6

Sps

Sp9

Sp8

T T T r T T T T T r T T
025 034 042 051
Coefficient

Figura 2. Dendograma obtido pela analise das variacdes nas regides ISSR das espécies pelo coeficiente
de Jaccard e método de agrupamento UPGMA. Spl- M. esculenta var. ‘Mandiocaba’; Sp 2- M.
noronhensis; Sp3- M. esculenta var. ‘Cruvela’; Sp4- M. caerulescens; Sp5; M. dichotoma; Sp6- M.

dichotoma var. ondulata; Sp7- M. flabelifolia; Sp8- Croton C. fruticulosus e Sp9- C. Rhamnifolius.
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Figura 3. Dendograma obtido pela anélise das variagdes nas regides ISSR das espécies pelo coeficiente
de Simple maching e método de agrupamento UPGMA. Spl- M. esculenta var. Mandiocaba; Sp 2- M.
noronhensis; Sp3- M. esculenta var. Cruvela; Sp4- M. caerulescens; Sp5; M. dichotoma; Sp6- M.
dichotoma var. ondulata; Sp7- M. flabelifolia; Sp8- Croton fruticulosus e Sp9- C. Rhamnifolius.
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Figura 4 — Analise de PCO baseado no coeficiente de Jaccard em espécies do género Manihot. Sp1- M.

esculenta var. Mandiocaba; Sp 2- M. noronhensis; Sp3- M. esculenta var. Cruvela; Sp4- M. caerulescens;

Sp5; M. dichotoma; Sp6- M. dichotoma var. ondulata; Sp7- M. flabelifolia; Sp8- Croton fruticulosus e

Sp9- C. Rhamnifolius.

54



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BENKO-ISEPPON, A.M.; WINTER, P.; HUTTEL, B.; STAGGINUS, C,;
MUHLBAUER, F.; KAHL, G. Markers closely linked to Fusarium resistance genes in
chickpea show homology to pathogenesis-related genes located on Arabidopsis
chromosome 5 and 1. Theoretical and Applied Genetics, n.103, p.379-286, 2003.

BLAIR, M. W.; PANAUD, O.; MCCOUCH, S. R. Intersimple sequence repeat (ISSR)
amplification for analysis of microsatellite motif frequency and fingerprinting in rice
(Oryza sativa L.). Theoretical and Applied Genetics, Stuttgart, v. 98, n. 5, p. 780-792,
1999.

BORNET, B., BRANCHARD, M. Use of ISSR fingerprints to detect microsatellites
and genetic diversity in several related Brassica taxa and Arabidopsis
thaliana. Hereditas, V.140: 245-248. 2004.

BORNET, B.; BRANCHARD, M. Nonanchored inter simple sequence repeat (ISSR)
markers:  reproducible and specific tools for genome fingerprinting.
Plant Molecular Biology. v. 19: 209-215. 2001.

CHARTERS. Y.M.; WILKINSON, M.J. The use of self-pollinated progenies as “In-
groups” for the genetic characterization of cocoa germplasm. Theoretical and Applied
Genetics, p. 160-166. 2000.

DOYLE, J.J.;. DOYLE, J.L. 1990. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus
12:13-15.

EI-SHARKAWY, M.A. International research on cassava photosynthesis, productivity,
eco-physiology, and responses to environmental stresses in the tropics.
Photosynthetica, v.44, n.4, p.481-512, 2006.

FERREIRA, M.E.; GRATTAPAGLIA, D. Introdu¢do ao uso de marcadores
moleculares em analise genética. EMBRAPA-CENARGEN, 3. Ed, 220p. 1998.

FREITAS, L.B.; JERUSALINSKY, L.; BONATTO, S. L.; SALZANO, F. M. Extreme
homogeneity among Brazilian Wheat genotypes determined by RAPD markers.

Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 35, n. 11, p. 2255-2260. 2000.
55



GOULAO, L.; OLIVEIRA, C. M. Molecular characterisation of cultivars of apple
(Malus x domestica Borkh.) using microsatellite (SSR and ISSR) markers. Euphytica
v.122, p. 81-89. 2001.

GUPTA, M.; CHYI, Y. S.; ROMERO-SEVERSON, J.; OWEN, J.L. Amplification of
DNA markers from evolutionary diverse genomes using single primers of

simplesequence repeats. Theoretical and Applied Genetics. v.89, p.998-1006. 1994.

ISSHIKI, S.; IWATA, N.; KHAN, M.R. ISSR variations in eggplant (Solanum
melongena L.) and related Solanum species. Scientia Horticulturae. v.117, p.186-190,
2008.

MATTHEWS, D.; WILKINSON, M.W.; MILLAM, S. 5'-anchored simple-sequence
repeat primers are useful for analysing potato somatic hybrids. Plant Cell Reports,
Windsor, v. 19, n. 2, p. 210-212, 1999.

MUHLEN, G. S. MARTINS, P. S. ANDO A. Variabilidade genética de etnovariedades
de mandioca avaliada por marcadores moleculares de DNA.Scientia Agricola, v. 57, n.
2, p. 319-328, 2000.

NASSAR, N.M.A. Wild cassava spp.. biology and potentialities for genetic
improvement. Genetic Molecular Biology, v. 23, p. 201-212, 2000.

NASSAR, N.M.A. Genetic resources of cassava: chromosome behavior in some
Manihot species. Indian Journal of Genetics and Plant Breeding. v.38, p.135-
137.1978.

NASSAR, N.M.A.; GRATTAPAGLIA, D. Variabilidade de clones de mandioca em
relacdo a fertilidade e aspectos morfolégicos. Turrialba, v.36, p. 555-559. 1986.

OLSEN, K.M.; SCHAAL, B.A. Microsatellite variation in cassava (Manihot esculenta,
Euphorbiaceae) and its wild relatives: Further evidence for a southern Amazonian origin

of domestication. American Journal of Botany. v.88, p. 131-142. 2001.

OLSEN, K.M. SNPs, SSRs and inferences on cassava’s origin. Plant Molecular
Biology, v.56, p.517-526. 2004.

56


http://www.elsevier.com/locate/scihorti/

PHARMAWATI, M.; YAN, G.; MCFARLANE, I. J. Application of RAPD and ISSR
markers to analyse molecular relationships in Grevillea (Proteaceae). Australian
Systematic Botany, Collingwood, n. 17, p. 49-61, 2004.

ROHLF, F. J. NTSYS-pc: numerical taxonomy and multivariate analysis system,
version 2.1. Exeter Software, New York, 98p. 2000.

SCHLUTER, M.P; HARRIS, A.S. Analysis of multilocus fingerprinting data sets
containing missing data. Molecular Ecology Resources. v.6, n.2, p. 569-572. 2006.

VIEIRA, E.A.; FIALHO, JF.F; KUKUDA, W.M.G.; SANTOS FILHO, M.O.S.
Comportamento de genotipos de mandioca de mesa no Distrito Federal. Ciéncia
Agrondmica, v.40, p113-122, 2009.

WOLFE, A.D.; LISTON, A. Contributions of PCR-based methods to plant systematics
and evolutionary biology. In: SOLTIS, D.E.; SOLTIS, P.S.; DOYLE, JJ. (Ed.).
Molecular systematics of plants I1: DNA sequencing. Boston: Kluwer, p.43-86. 1998.

57



CONCLUSOES GERAIS

. As espécies de Manihot apresentam cariotipo com elevada estabilidade
cariotipica quanto ao tamanho, morfologia e nimero cromossémico 2n=36, o
gue contrasta com a ampla plasticidade botanica apresentada pelas espécies
do género. No entanto essa estabilidade ndo pode ser vista como regra geral
uma vez que a espécie M. leptophylla apresentou alteracdo cromossémica
com mudanca de posicdo das regides organizadoras de nucléolos que
passaram da posicéo subterminal para proximal,

. A regularidade meidtica apresentada pela maioria das espécies
estudadas pode ser resultado de um processo de diploidizacdo ocorrido nas
espécies do género Manihot, onde hibridagbes interespecificas com
producdo de hibridos férteis podem ter ocorrido naturalmente com quebras
de barreiras reprodutivas;

. O uso de marcadores ISSR foi eficaz gerando resultados satisfatorios
para as espécies de Manihot, revelando divergéncias genéticas intra e
interespecificas através do polimorfismo genético identificado;

. A técnica molecular possibilitou identificar maior similaridade genética
entre espécies diferentes M. dichotoma var. Ondulata e M. caerulescens, do
que entre individuos da mesma espécie M. dichotoma e M. dichotoma var.
Ondulata. Esse dado indica a eficacia da metodologia utilizada e sua
possivel utilizagcdo em estudos evolutivos.

. A concordancia dos dados obtidos com a aplicacdo dos coeficientes
estatisticos aumentou a confiabilidade dos resultados possibilitando uma
maior robustez na analise.
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