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RESUMO

NOLASCO, C. A. Caracterizacdo citogenética e morfoldgica de hibridos
de Mandioca (Manihot esculeta). Vitéria da Conquista-BA: UESB, 2011.
47 p. (Dissertagio — Mestrado em Agronomia, Area de Concentragio em
Fitotecnia)®

A mandioca é uma planta originaria da América do Sul. Destaca-se como
fonte de carboidrato muito utilizada. Considerada uma espécie dipldide,
possuindo 2n=36 cromossomos e X=9. A analise cariotipica em células
meidticas possibilita a identificagdo dos polimorfismos cromossémicos
numéricos ou estruturais. Assim, o presente trabalho tem como objetivo
caracterizar citogeneticamente e morfologicamente seis hibridos de
mandioca da colecdo do Banco de germoplasma da UESB, em Vitéria da
Conquista - BA, a fim de obter informacdes sobre possiveis irregularidades
meioticas e infertilidades que poderiam ter significado para o melhoramento
destes. Para o estudo da meiose, foram coletados botfes florais jovens e
colocados diretamente em fixador Carnoy por 24 h, a —20 °C. Os botdes
foram lavados em &gua destilada, hidrolisadas em HCI 1N. Em seguida, as
laminas foram preparadas de acordo com a metodologia de Guerra (1983),
coradas com Giemsa a 3%, e analisadas sob microscopia Gptica. Para analise
de viabilidade, os grdos de podlen foram corados e observados ao
microscépio optico e a caracterizagdo fenotipica foi realizada utilizando os
descritores morfoldgicos. Os resultados mostraram uma divisdo celular com
algumas anormalidades, tais como formacéo de triade, células binucleadas,
gametas ndo reduzidos e citomixia, que no hibrido 2009.48, apresentou em
maior frequéncia. A viabilidade polinica foi considerada alta nos hibridos
2009.02 e 2009.61, média nos hibridos 2009.25, 2009.30 e 2009.57 e baixa
no hibrido 2009.48, demonstrando que as irregularidades meioticas
observadas comprometeram a viabilidade deste gendtipo. Os descritores
morfoldgicos apontam a existéncia de divergéncia genética entre os hibridos.

Palavras-chave: Citogenética, viabilidade polinica, citomixia.

* Orientador: Claudio Lucio F. Amaral, D.Sc., UESB e Co-orientador: Eliane Marisa
Dortas Maffei, D.Sc., UESB.



ABSTRACT

Nolasco, C. A. Morphological and cytogenetic characterization of
hybrids of cassava (Manihot esculeta). Vitoria da Conquista, Bahia:
UESB, 2011. 47 p. (Dissertation - Master of Agronomy, Crop Science
Area of Concentration) =

Cassava is a plant originally from South America. It stands out as a source of
carbohydrate widely used. Considered a diploid species, having 2n = 36
chromosomes and X = 9. The karyotype analysis of meiotic cells enables the
identification of numerical or structural chromosomal polymorphisms. Thus,
this study aims to characterize morphologically and cytogenetically six
hybrids of cassava germplasm collection of the bank of UESB in Vitdria da
Conquista - BA in order to obtain information about possible infertility and
meiotic irregularities that could have significance for the improvement of
these. For the study of meiosis, young flower buds were collected and placed
directly in Carnoy fixative for 24 h at -20 ° C. The buttons were washed in
distilled water, hydrolyzed in IN HCI. Then the slides were prepared in
accordance with the methodology of Guerra (1983), stained with 3% Giemsa
and examined under light microscopy. For analysis of viability, pollen grains
were stained and observed by optical microscopy and phenotypic
characterization was performed using morphological descriptors. The results
showed some abnormalities in cell division, such as formation of the triad,
binucleated cells, and cytomixis unreduced gametes, which in the 2009.48
hybrid presented more frequently. Pollen viability was considered high in
hybrids 2009.02 and 2009.61, 2009.25 average in hybrids, 2009.30 2009.57
and 2009.48 and low in the hibrid, demonstrating that the observed meiotic
irregularities compromised the viability of this genotype. The morphological
descriptors indicate the existence of genetic divergence among hybrids.

Keywords: Cytogenetics, pollen viability, cytomixis.

* Adviser: Claudio Licio F. Amaral, D.Sc., UESB e Coadvises: Eliane Marisa
Dortas Maffei, D.Sc., UESB
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1. INTRODUCAO

A mandioca é uma planta originaria da América do Sul e teve um
papel relevante para as populag@es nativas do Brasil e de outros paises, como
cultura de subsisténcia e também como produto de valor comercial. E uma
cultura rustica, adaptada as condi¢fes marginais de clima e solo. Constitui
uma das mais importantes fontes de carboidratos de milhGes de pessoas em
vérios paises tropicais. E considerada uma planta completa com suas raizes
ricas em carboidratos, e folhas ricas em proteinas, vitaminas A e C, além de
outros nutrientes (FUKUDA e outros, 2005). E usada em varios paises como
Brasil, Africa, Asia e América Latina, entre outros. Por ser fonte de
carboidrato, é usada na alimentagdo humana e animal para fins industriais.
Apesar da disponibilidade de uma ampla diversidade genética em mandioca,
poucas variedades apresentam uma combinagdo razodvel de resisténcia a
todos os estresses que afetam a cultura em um determinado ecossistema.
Somente por meio da selecdo adequada dos progenitores, seguida de
recombinagdes, € possivel obter ganhos genéticos significativos em termos de
rendimento, qualidade e resisténcia a pragas e doengas (FUKUDA e outros,
1996a). O cultivo de mandioca é o principal meio de vida de muitas pessoas
da Regido Sudoeste da Bahia, sendo assim, é importante pesquisar esta planta,
afim de apontar caminhos para resolver alguns problemas que a cultura
apresenta. Portanto, o estudo citogenético apresenta-se como ferramenta
importante de caracterizacdo de material com potencial para ser utilizado em
programas de melhoramento.

Nas analises citogenéticas da meiose, a mandioca demonstra ser uma
espécie dipldide, possuindo 2n=36 cromossomos, com meiose regular de 18
bivalentes, mas de origem alotetraploide segmental com um numero basico de
cromossomo X = 9 (SILVA e outros, 2008). O estudo cariotipico em células

meibticas ou mitdticas possibilita a identificacdo dos polimorfismos
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cromossdmicos numéricos e/ou estruturais entre os cariotipos e a descricdo da
homologia cariotipica nas cultivares, fornecendo informacdes relevantes como
alteracbes cromossOmicas, taxa de fertilidade, problemas no reconhecimento
dos homdlogos, ndo disjuncdo cromossdmica nas anafases, geracdo de
gametas aneuploides, percentual dos genomas parentais nos hibridos, etc.
Estas informacdes, relacionadas a base genética de espécies aparentadas, sdo
muito importantes para trabalhos envolvendo cruzamentos intra e
interespecificos com fins de melhoramento para uma determinada cultura.
Esses dados podem ser associados as caracteristicas agronémicas individuais
em hibridos, possibilitando localizar variantes genotipicas e sua relagdo com
producdo, tolerdncia a fatores bioticos e abidticos etc. Dessa forma, a
indicacdo de parentais favoraveis a hibridagGes pode ser auxiliada pelo uso de
caracteristicas citogenéticas. Assim, este trabalho teve como objetivo realizar
a caracterizagdo citogenética e morfoldgica de seis hibridos de mandioca, com
vistas a obter informagfes sobre possiveis irregularidades cromossémicas e
infertilidade que poderiam comprometer o uso destes em programas de

melhoramento.

11



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas Botanicas

A mandioca pertence & classe das Dicotiledoneas, a subclasse
Archiclamydeae, a ordem Euphorbiales, a familia Euphorbiaceae, a tribo
Manihoteae, ao género Manihot e a espécie Manihot esculenta Crantz
(FARIAS e outros 2006). No género Manihot, ja foram identificadas cerca de
98 espécies. A Manihot esculenta Crantz é a Unica espécie deste género
cultivada comercialmente para a producéo de raizes comestiveis e apresenta as
seguintes sinonimias: M. utilissima, M. edulis e M. aipi. E conhecida na
América Latina como mandioca e yuca; no Continente Norte-Americano e
paises da Europa, como cassava, manioc, manioca e tapioca; e nos paises da
Asia e da Africa, como suahili, mhogo e omowgo (FARIAS e outros 2006). A
estrutura organica reprodutiva de M. esculenta é tipica de espécies alégamas.
Para fins de melhoramento genético, a taxa de cruzamento é facilmente
manejavel, permitindo desde 100% de autofecundacdo até 100% de
cruzamentos (FARIAS e outros 2006). A mandioca é uma espécie monoica,
com flores masculinas e femininas dispostas na mesma inflorescéncia. As
flores masculinas sdo formadas na parte superior das inflorescéncias, em
maior numero, enquanto as flores femininas encontram-se na parte basal, em
namero inferior. Apresenta protoginia, ou seja, as flores femininas abrem uma
semana antes das flores masculinas. Entretanto, durante as inflorescéncias da
mesma planta podem ocorrer a abertura simultanea das flores masculinas e
femininas. Dessa forma, tanto a autofecundac¢do como a fecundacdo cruzada
ocorre naturalmente. E considerada uma espécie preferencialmente alégama e
altamente heterozigota, em funcgéo do carater protogénico da antese floral, da

ocorréncia de macho-esterilidade e da forte depressdo endogamica ocasionada
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pelas autofecundac@es, apesar de ndo existir barreira genética ou fisioldgica

gue impeca a ocorréncia de autofecundacgdes.

2.2 Importancia e utilizagdo da mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma espécie de grande importancia
econOmica, embora seu consumo de certo modo concentre-se no Nordeste,
Norte e no Centro Oeste do Brasil, mas, ela esta presente em todo o territorio
nacional. As espécies podem ser divididas em dois grupos: espécies mansas e
bravas. Esse vegetal apresenta-se como uma 6tima alternativa para alimentagédo
animal, devido a sua disponibilidade justamente no periodo seco do ano, em que
0s pastos diminuem em quantidade e qualidade, de junho a outubro (NARDON,
2007). No Brasil, a raiz da mandioca é utilizada na preparacdo de farinhas,
como a farinha de mandioca e tapioca, além de receitas tipicas da Amazonia
como o tacacd e o molho tucupi. Outro tipo de farinha feita com a mandioca é o
polvilho, doce ou azedo, usado na preparacéo de diversas comidas tipicas. Ja as
folhas da mandioca, para alimentagcdo humana, sdo utilizadas apenas na Regiéo
Norte. A mandioca é pobre em proteinas, mas contém quantidades razoaveis de
vitaminas do complexo B e sais minerais como calcio, fosforo e ferro. Por ser
um alimento energético, pode substituir outras massas. A utilizacdo da
mandioca é feita por meio das raizes, do caule (maniva) e folhas. As raizes
produzem farinhas (para mesa, para industria), beijus diversos, tapioca (mingau,
cuscuz, bolinho de estudante), puba ou carima (mingau, amido, alcool etilico); o
caule é o principal 6rgdo multiplicador da planta e presta-se também como
forragem para animais. O componente mais importante da raiz da mandioca é a
fécula (amido), cujo teor nas raizes frescas varia de 25 a 35%. Por meio de
processos de fermentacdo e acdo enzimatica, além de outras reaces quimicas,
as industrias extraem da mandioca varios produtos quimicos, dentre 0s quais, 0

principal é o &lcool combustivel (SALLA, 2008).
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2.3 Melhoramento genético da mandioca

Apesar de adaptar-se a diferentes condi¢cBes edafoclimaticas, a
mandioca apresenta alta interagdo dos hibridos com o ambiente, indicando que
um mesmo genotipo dificilmente comporta-se da mesma maneira em todas as
regides ecoldgicas (LEITAO, 1970).

Nessa cultura, alguns fatores influenciam a escolha dos métodos de
melhoramento, tais como as caracteristicas genéticas e citogenéticas da espécie,
o nivel de endogamia, o hébito de florescimento e de polinizacdo das plantas, a
baixa taxa de produgdo de semente por polinizacéo e o seu modo de propagagédo
vegetativa. Acrescenta-se a isso, a macho-esterilidade, comum na espécie, € 0
seu alto grau de heterozigosidade (FARIAS e outros, 2006). A mandioca, por
tratar-se de uma espécie alégama, altamente heterozigota, apresenta ampla
segregacdo na primeira geracdo, apos a hibridacdo. Uma vez identificado um
hibrido superior, na primeira geracdo, o mesmo € fixado por meio da
propagacdo vegetativa, 0 que constitui vantagem em trabalhos de
melhoramento.

A hibridacéo intraespecifica, seguida de sele¢do, é o método mais
comum utilizado em mandioca, quando se deseja criar variabilidade ou
transferir caracteristicas de interesse econdémico. Os cruzamentos sao realizados
entre parentais da mesma espécie, portadores de caracteristicas
complementares, seguidos de selecdo fenotipica dos clones, individualmente,
baseada na sua performance, através de anos e em diferentes locais. O sucesso
deste método depende, fundamentalmente, da escolha adequada dos parentais e
da eficiéncia da selecdo dos hibridos dentro das progénies, resultantes de cada
cruzamento (FARIAS e outros, 2006).

O principal objetivo dos programas de melhoramento é desenvolver

variedades superiores aquelas atualmente cultivadas, particularmente para
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aqueles caracteres econémicos ou de importancia bioldgica e que sdo aceitos
pelos agricultores, processadores e consumidores. O sucesso do melhoramento
genético da mandioca tem apresentado impactos econdémicos significativos em
areas de maior producdo, onde a adogdo é mais rapida e existem demandas mais
concretas por parte dos agricultores. Com a introducdo de metodologias
participativas no melhoramento da mandioca, o processo de adocdo de
variedades melhoradas tem-se ampliado no meio de pequenos agricultores,
permitindo, assim, o estudo de impactos (FUKUDA, 1996b).

2.4 Citogenética como ferramenta no melhoramento

Sendo a citogenética o estudo da genética por meio da citologia, esta
area da ciéncia engloba todo e qualquer estudo relacionado com 0 cromossomo,
isolado ou em conjunto, condensado ou distendido, tanto no que diz respeito a
sua morfologia, organizagdo, fungdo e replicacdo, quanto a sua variacdo e
evolucdo. E uma das fontes geradoras de questionamentos que impulsionaram a
genética molecular, a biotecnologia e a engenharia genética, permanecendo
junto as mesmas, como um dos recursos de avaliacdo em varias pesquisas dessa
natureza (SACCHET, 1999). A citogenética classica desenvolveu-se,
principalmente, a partir do inicio do século passado e seu crescente progresso
acompanhou o aprimoramento de técnicas e equipamentos de microscopia. A
analise cromossdmica sempre foi um dos campos estimulantes da Citologia e da
Genética, tendo relacdo entre estudos taxondmicos e evolutivos, bem como no
melhoramento genético e na caracterizacdo de germoplasma. Apesar da
revolugdo provocada pela Genética Molecular, a analise cromossémica continua
sendo a Unica maneira de observar o genoma de um eucarioto na forma de
blocos individualizados de material genético, faceis de serem mensurados,
diferenciados em subunidades e manipulados de diferentes formas, pois de

nenhuma outra forma o material genético é tdo claramente observado. A
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obtencdo de bons resultados depende do perfeito dominio de diferentes técnicas
de coloracéo.

A utilizagdo de corantes aciddfilos na citogenética classica
possibilitou a visualizagdo nitida dos cromossomos, revelando informagdes
sobre diversos parametros citogenéticos. Nas Ultimas décadas, 0 uso de técnicas
citogenéticas tem fornecido informagfes importantes por meio da localizagao
fisica de certos marcadores nos cromossomos. A analise citogenética cléssica,
em geral, é realizada em cromossomos metafasicos mitéticos, corados com
corante convencional como o Giemsa ou o Carmim Acético, por exemplo. Em
uma analise de células mitéticas, aspectos como o nimero e comprimento dos
Cromossomos, razdo entre bragcos cromossoémicos, padrdo de condensacéo e de
coloragdo, além de caracteristicas fisicas adicionais, como presenca e posi¢do
de constricdo secundaria, permitem a comparacdo de espécies e a identificagéo
de variagbes cromossdmicas inter e intra-especificas (GUERRA e outros,
2002). Em muitos casos, a simples determinagdo do numero cromossémico
fornece informagdes importantes para a compreensdo da filogenia e evolucéo
dos grupos, desde que associada a outras abordagens como morfologia e
distribuicdo geografica (STEBBINS, 1971).

O estudo citogenético em grupos vegetais de importancia econdmica
pode proporcionar beneficios aplicaveis a curto, médio e longo prazo,
solucionando questionamentos, tanto antes, quanto depois do melhoramento
genético propriamente dito. A simples e direta analise cariotipica pode
identificar alteracdes ou aberragdes cromossdmicas numéricas e\ou estruturais,
além de possibilitar a descricdo do comportamento mei6tico, provendo
informacGes, como taxa de fertilidade, problemas em relacdo ao pareamento ou
reconhecimento dos cromossomos homdélogos nos parentais € na progénie
hibrida, além dos casos de ndo disjuncdo, ou seja, ndo segregacdo das
cromatides nas anafases, o que pode levar a formacdo de gametas aneuploides.

Por outro lado, a caracterizagdo citogenética detalhada, como o mapeamento
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fisico cromossdmico, possibilita a descricdo clara da homologia cariotipica de
uma determinada cultivar ou variedade, permitindo a inclusdo destes dados nos
esquemas de cruzamentos e retrocruzamentos, contribuindo para minimizar
possiveis erros de selecdo de progénies ou ainda, determinando o percentual dos
genomas parentais nos individuos hibridos. Dessa forma, a indicacdo de
parentais favoraveis as hibridacdes pode ser facilitada por meio do uso de
caracteristicas citogenéticas (SINGH, 2002). Os estudos citogenéticos em
espécies silvestres e cultivadas de Solanum tuberosum (batata) possibilitaram a
observacdo de questbes relevantes ao melhoramento genético desta cultura,
como a producdo de linhagens hibridas haploides, a manutengdo do “status”
haploide durante as geragBes e a avaliagdo da instabilidade cromossémica,
observada pela ocorréncia de alteragbes estruturais (PELOQUIN e outros,
1991).

Carvalho e outros (2008), analisando 0s cromossomos metafasicos
mitdticos, observaram uma diferenca marcante no nimero e posicao das regides
organizadoras dos nucléolos (RONSs) entre M. leptophylla e M. glaziovii, sendo
este considerado um bom marcador espécie-especifico. Silva e outros (2008),
estudando as variedades Pornunca e Manipeba, encontraram irregularidades
meidticas e estas irregularidades levaram a esterilidade total dos grdos de pélen.
Godoy (2005), estudando clones de Manihot, encontrou irregularidades na
meiose, mas estas ndo comprometeram a viabilidade polinica que se apresentou
acima de 90%. Para Sybenga (2006), a citogenética fornece informacoes
indispensaveis para a manipulacdo plantas. Loguercio e Battistin (2004),
estudando nove acessos de Syzygium cumini L., observaram que ambos o0s
acessos possuem comportamento meiético normal, com indice mei6tico acima
de 91%. As diferencas durante os eventos da meiose |, da meiose Il, da
formacdo de tétrades e da viabilidade do polen refletem a ocorréncia de
variabilidade genética dentro da espécie. Por outro lado, Moraes (2007),

analisando o comportamento meidtico no género Hypericum L., verificou
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irregularidades meidticas, como formacdo de multivalentes, cromossomos nao
alinhados na placa equatorial durante a metafase | e de retardatérios na anéfase.
As irregularidades cromossomicas refletem diretamente nos processos
reprodutivos das espécies com a formacdo de grdos de pdlen inviaveis
(MARUTANI e outros, 1993; CORREA e outros, 2005).

2.5 Viabilidade polinica

Segundo Auler e outros (2006), a viabilidade microsporofitica e
megasporofitica estd diretamente ligada as taxas de produtividade de frutos em
espécies sem fenbmenos apomiticos frequentes, fornecendo um dado para
selecdo de plantas mais produtivas. A viabilidade do polen é um pardmetro de
grande importancia no estudo de plantas, pois, além de evidenciar a
potencialidade reprodutora masculina da espécie, contribui em estudos
taxondmicos, ecoldgicos, palinolégicos, fornecendo informagdes bésicas para a
aplicagdo pratica na conservagdo genética, bem como na agricultura, para o
planejamento de algum tipo de melhoramento ou cultivo (ALEXANDER, 1980;
ARROYO, 1981; GUINET 1989)

O estudo da estabilidade meidtica, juntamente com a analise da
viabilidade do grdo de pdlen, permite indicar o potencial para cruzamentos da
planta, fornecendo subsidios para usos futuros em programas de selecdo,
cruzamento e producdo de sementes viaveis (VARGAS e outros, 2004).

Para Pefialoza (1995), a determinacdo da viabilidade do pdlen é
fundamental na investigacdo das causas da infertilidade das plantas, assim
como para o conhecimento do potencial de reproducdo de uma populacédo e
dos problemas de fertilidade que possam ocorrer. Segundo Techio (2002), por
meio de dados de viabilidade do pdlen, é possivel obter correlagdes com
anormalidades meioticas, auxiliar na selecdo de materiais genéticos e fazer

inferéncias sobre os melhores cruzamentos, tornando-se uma ferramenta Util
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na conducdo de experimentos nas areas agricola e biotecnoldgica. Carvalho e
outros (1999) analisaram a viabilidade de polen do triploide Manihot
esculenta Crantz de ocorréncia espontanea e verificaram grdos de pdlen de
varios tamanhos. Porém, a coloragdo dos gréos de p6len com carmim acético

mostrou 100% dos gréos levemente corados, sugerindo esterilidade total.

2.6 Citomixia

A citomixia caracteriza-se pela migracdo de material genético,
produtos génicos e organelas entre meidcitos, por meio de conexdes
citoplasmaéticas ou canais citomiticos (FALISTOCCO e outros, 1995). Esse
fendbmeno tem sido relatado por diversos autores para diferentes grupos de
planta, é um evento observado, principalmente, entre células-mae dos gréos
de poélen (CMPs) de angiospermas, mas também encontrado em células
meristematicas, células integumentares e do ovario de diferentes espécies
vegetais (GUZICKA e WOZNY, 2005).

Risso-Pascotto e outros (2008), estudando a microsporogénese
de Manihot esculenta Crantz, relataram, pela primeira vez, fusdo celular e
citomixia da profase | a tel6fase Il e em grdos de pdlen de clones de
Manihot, as irregularidades observadas nos clones ndo comprometeram a
fertilidade do grdo de podlen. Risso- Pascotto e outros (2009) observaram
também citomixia em um acesso de Brachiaria dura, na qual duas células ou
mais foram envolvidas na transferéncia de cromossomos. Para Singhal e
Kumar (2008), o “papel da citomixia na evolugdo é contraditorio, pois pode
resultar em células hiperploide e hiporploide e comprometer a fertilidade,
gerando gametas estéreis, quando ¢ transferido parte do genoma”.

Segundo Pierre e Souza (2011), a citomixia pode ocasionar a
formacdo de meidsporos vazios, aneuploides, ndo reduzidos (2n) ou

poliploides, dependendo do ndmero de meidcitos envolvidos e do tipo de
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transferéncia de material genético.

S80 muitas as teorias sobre a origem da citomixia, Souza e
Pagliarini  (1997) sugeriram que a citomixia observada durante a
microsporogénese de Brassica napus e B. campestris (Brassicaceae) foi
devida a estresses ambientais causados por altas temperaturas e escassez de
agua. Bhat e outros (2006), analisando meioses durante a microsporogénese
de plantas de Vicia faba (Fabaceae), tratadas com metil metano sulfonato,
indicaram que o aumento da concentracdo desta substancia exerceu um
efeito positivo sobre o percentual de células citomiticas; isto sugere que a
citomixia pode ser induzida por agentes fisico-quimicos. Nirmala e Kaul
(1994) observaram em Pisum sativum (Fabaceae) a ocorréncia regular da
citomixia em anos consecutivos em diferentes individuos, sugerindo um
controle genético, sendo a ocorréncia de citomixia causada pela presenga de
um alelo mutante para macho-esterilidade, e a sua frequéncia influenciada
por fatores ambientais. Bellucci e outros (2003) estudaram CMPs de
cultivares citomiticas que produziam poucas sementes. As mesmas foram
autofecundadas, cruzadas entre si e com cultivares ndo citomiticas em
diferentes locais; as plantas resultantes revelaram a presenga de citomixia e
apresentaram baixa viabilidade polinica. Nos dois locais testados, a média de
citomixia e da viabilidade do polen foram iguais, indicando que essas sdo
pouco influenciadas pelo ambiente. Os autores sugerem que este fendmeno
natural esta sob um controle genético.

Em Citrus (Rutaceae), Bosco e Mariani (2005) correlacionaram
a reducdo na viabilidade de grdos de poélen de hibridos e tetraploides
resultantes de hibridizacdo somatica interespecifica com a ocorréncia de

citomixia.
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2.7 Caracterizacao morfoldgica

A diversidade morfoldgica constitui uma importante ferramenta para a
identificagdo de acessos de mandioca, diferenciacdo daqueles com algumas
caracteristicas semelhantes e deteccdo de materiais duplicados em bancos de
germoplasma, que eventualmente recebem diferentes nomenclaturas em locais
distintos (CAMPOS e outros, 2010).

Boa parte desta diversidade é mantida em bancos de Germoplasma
situados no Brasil e no exterior, com finalidade de reduzir a erosdo genética,
sendo utilizada diretamente como cultivares comerciais e para programas de
melhoramento (GOMES e outros, 2007). Esta diversidade se expressa, entre
outras maneiras, no grande numero de variedades que as espécies cultivadas
apresentam (MUHLEN, 1999). Entretanto, a manutencdo da variabilidade
genotipica seria pouco Util se os acessos que a compdem ndo fossem
devidamente caracterizados e avaliados (FUKUDA e outros, 2005).

A caracterizagdo e avaliagdo do germoplasma de mandioca séo
fundamentais para a sua utilizagdo mais eficiente nos trabalhos de
melhoramento. A caracterizagdo morfolégica dos acessos de mandioca visa
basicamente a diferenciacdo fenotipica entre 0s acessos, contribuindo para
reduzir-se as duplicagdes e selecionar aqueles que atendam as necessidades dos
programas de melhoramento da cultura (ALMEIDA e outros, 1993; ARAUJO e
outros, 2005).

O melhoramento vegetal é um trabalho continuo que visa selecionar
materiais produtivos, sadios e com boas caracteristicas para 0 mercado. Existe
uma interrelacéo da cultura com o ambiente de cultivo, necessitando-se verificar
0 comportamento adaptativo local de cada material promissor introduzido
(SCHWENGBER e MESSIAS, 2007).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local e objeto de estudo

As investigacbes foram conduzidas em area experimental da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), localizada no Campus
de Vitoria da Conquista - BA (14° 51' S e 40° 50" W, altitude média de 928
m) e no Laboratério de Citogenética. Foram estudados seis hibridos de
mandioca originados por cruzamento natural na Cole¢&o de Germoplasma de
Trabalho da Mandioca — CGTM (Tabela 01) na UESB, Vitoria da
Conquista- BA.

Tabela 01. Hibridos de mandioca e seus parentais

Cruzamentos Hibridos
CGTM 02 x CGTM 21 2009.02
CGTM 60 x CGTM 08 2009.25
CGTM 60 x CGTM 77 2009.30
CGTM 87 x CGTM 60 2009.48
CGTM 51 x CGTM 54 2009.57
CGTM 36 x CGTM 84. 2009.61

3.2 Estudo da Meiose
Os botdes florais jovens foram coletados e colocados diretamente em
fixador Carnoy (etanol-&cido acético 3:1) por 24 h e estocados a —20°C antes
da preparacdo das laminas. Eles foram lavados em agua destilada, duas vezes
por 5 minutos cada, em seguida, foram hidrolisados em HCI 1N, por 5-10
minutos a temperatura ambiente. Logo depois, as [aminas foram preparadas
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de acordo com a metodologia de Guerra (1983) e coradas com Giemsa a 3%,

montadas com Béalsamo do Canada e analisadas sob microscopia Optica.

3.3 Viabilidade Polinica

Para analise de viabilidade, os grdos de polen foram retirados de
flores na antese, as laminas foram preparadas conforme Guerra e Souza
(1983), coradas com Carmim Acético a 2% e observadas ao microscopio
6tico. Foram contados o nimero de graos de polen de tamanho grande ou
médio, bem corados e com formato regular, considerados como viaveis, e 0s

que ndo se enquadravam nesta classificagdo foram considerados inviaveis.

3.4 Descritores Morfoldgicos

A coleta de dados foi realizada no més de junho de 2011. A
caracterizacdo morfoldgica dos hibridos foi realizada conforme descritores
proposta por Fukuda e Guevara (1998). Foram avaliadas somente
caracteristicas da parte aérea, por meio de vinte e oito descritores
morfolégicos, sendo eles vinte e um de caracteres qualitativos: cor da folha
apical, pubescéncia do broto apical, forma do I6bulo central, cor do peciolo,
cor do cortex do caule, cor externa do caule, comprimento da filotaxia,
floracdo, cor da folha desenvolvida, nimero de I6bulos, cor da epiderme,
habito de crescimento do caule, cor dos ramos terminais nas plantas adultas,
cor da nervura, posicdo do peciolo, proeminéncia das cicatrizes,
comprimento das estipulas, margem das estipulas, habito de ramificacéo,
sinuosidade do I6bulo foliar e tipo de planta de sete caracteres quantitativos:
comprimento médio do peciolo (cm), altura da planta (cm), altura da

primeira ramificacdo (cm), comprimento médio do I6bulo foliar, distancia
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média de entrends, largura média do I6bulo foliar e relagdo

comprimento/largura do l6bulo foliar central.

3.5 Analise Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
cinco repeticbes e seis tratamentos. As caracteristicas analisadas foram:
formacdo de tétrades, diades e triades, numero de células em divisdo
meiotica, nimero de grdos de poélen vidveis e inviaveis e nimero de
anormalidades. Na analise estatistica, os dados foram submetidos a anélise
de varidncia e & comparacdo de média pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade, por meio do Programa SAEG versdo 9.1.
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Figura 1. A- Inflorescéncia de M. esculenta, B e C - botbes florais, D -coloragéo
em grao de pélen.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Comportamento Mei6tico

O ndmero de cromossomos observados na andlise da metéfase | dos
hibridos foi de 36 cromossomos, mostrando-se 18 bivalentes (Figura 3).
Portanto, estes hibridos mostraram-se tetraploides 2n = 4x = 36, ja que 0
nimero basico de cromossomos para este género é de x = 9 (NASSAR e
outros, 1995; NASSAR e outros, 2000). Os hibridos 2009.02, 2009.25,
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2009.30, 2009.57 e 2009.61 tiveram um comportamento mei6tico normal e

segregacdo regular (Figuras 2A, 2B, 2C, 2D, 2E e 2F) e, consequentemente,

com formacdo de gréos de polen viaveis, sugerindo individuos férteis.

Figura 2. A - préfase |, B- metéfase, C- anéfase, D- tel6fase |, E- préfase 11 e F-

tétrades normais.
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Foram observadas algumas irregularidades meicticas (Fig. 4,5, 6 e 7
A e B), mas estas ndo foram suficientes para comprometer a fertilidade. Os
resultados da analise mei6tica, por meio do teste de comparacdo de médias
(Tabela 02), demonstram que houve diferenca significativa entre os hibridos.

Tabela 02. Frequéncia de formacgdo de Triades e Tétrades nos hibridos

de Mandioca em meiose I1I.

Hibridos Triades Tétrades

1 18,0B 80,2A
2 14,6B 85,4A
3 17,6B 82,4A
6 14,8B 85,2A
5 19,2B 80,8A
4 46,2A 53,8B

Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste de
Tukey.

Figura 3. Configuragdo cromossdmica revelando 36 cromossomos em
associacdes de 18 bivalentes.
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Figura 4. N&o disjuncéo cromossdmica na anéfase | do H2009.61

Figura 5. Tétrade anormal com célula binucleada na H2009.61.
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Figura 6. Tétrade com célula trinucleada do H2009.61.
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Figura 7. A-Triade, B - tétrade com célula binucleada no H2009.30.

O genotipo 2009.48 mostrou uma meiose aparentemente regular,
embora tenha ocorrido algumas irregularidades, como pontes anafésicas (Fig
8A), poliade (Fig.8B), cromossomo solto (Fig.8C), triades (Fig.8D), gametas
ndo reduzidos (Fig.9) e citomixia (Fig.10), porém, a viabilidade polinica
deste genGtipo apresentou-se baixa, podendo ser decorrente das
irregularidades meidticas. Este fendmeno também foi relatado em estudos
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realizados por Nassar e outros (1995), analisando hibridos interespecificos
de mandioca tetraploide, nos quais observaram a presenca de diades e
triades, formando gametas 2n. Para Ramsey e Schemsk (1998), a formacgéo
de gametas 2n esta sob controle genético, mas fatores ambientais, tais como
temperatura, estresse hidrico e nutricional, podem afetar a producdo de
gametas masculinos néo reduzidos. Para o melhoramento, este fendmeno de
ndo reducdo de gametas favorece a poliploidizagéo sexual, seja pela unido de
um gameta normal e outro ndo reduzido ou pela unido de dois gametas ndo
reduzidos, mantendo, assim, a heterozigose, permitindo a introgresséo de
genes desejaveis (SCHIFINO e WITTMANNE DALL’AGNOL, 2001).

C

Figura 8. A -Ponte anafésica, B - poliade, C - cromossomo solto e D —
triade do H2009.48
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Figura 9. Triades com gameta nédo reduzido no H2009.48.

Figura 10. Citomixia no H2009.48
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lFigura 11. Citomixia no H2009.61

A fusdo celular e citomixia ocorreram nos hibridos 2009.61
(Figura 11) e 2009.48, sendo que neste ultimo, entre 500 células observadas,
20,4% apresentaram o fendmeno e no genotipo 2009.61 foi observado a
ocorréncia de 6,4% do fénomeno.

Assim como em varios estudos (PAGLIARINI, 2000, SAGOO
e outros, 2010, POZZOBON e outros, 2011), as irregularidades mei6ticas
associados com a citomixia provocaram a baixa viabilidade polinica do
genotipo 2009.48. O comportamento mei6tico dos seis hibridos esta
resumido na Tabela 2. Entretanto, no gendtipo 2009.61, apesar de ter sido
registrado citomixia, esta ndo afetou a viabilidade do grdo de pdlen;
resultado semelhante foi também observado por Risso-Pascotto (2008) em
clones de Manihot e Pozzobon e outros (2011) em linhagens avancadas de
pimenta. Neste trabalho, foi observado citomixia em grdo de pélen (Figura
12) e fusdo celular, estes fendbmenos estdo sendo descritos pela primeira vez
em hibridos de mandioca.
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b

12. Citomixia em gréos de polen dos hibridos 2009.02, 2009.25 e 2009.57.

A citomixia em grdo de pélen envolveu dois e trés graos (Figura
12). Fenémeno semelhante foi observado por Risso-Pascotto e outros (2008).
Segundo Sarvella (1958), a citomixia pode ter consequéncias genéticas por
causar desvios no numero de cromossomos e pode representar um

mecanismo adicional para origem de aneuploidia e poploidia. O significado
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deste evento ainda ndo esta totalmente compreendido, necessitando estudos

mais aprofundados.

4.2 Viabilidade Polinica

A viabilidade dos gréos de pélen dos hibridos estudados pelo método
de coloragéo por Carmim Acético apresentou-se alta nos hibridos 2009.02 e
2009.61, média nos hibridos 2009.25, 2009.30 e 2009.57, e baixa no
genotipo 2009.48. Foram considerados viaveis 0s graos que se apresentaram
de tamanho e forma regular e corado (Figura 13A), e inviaveis 0s grdos
pequenos e ndo corados (Figuras 13B, C D, E e F). Os resultados da analise
de variancia da viabilidade dos gréos de polen, expressos em porcentagem,
estdo na Figura 14. De acordo com Souza (2002), valores acima de 70% sé&o
considerados como de alta viabilidade do pélen, de 31 a 69% como média e
até 30%, baixa. A regularidade meidtica e, consequentemente, viabilidade
polinica dependem, principalmente, da homologia cromossdmica entre as
variedades envolvidas no cruzamento (SOUZA E OUTROS, 2002). Em
revisdao sobre o assunto, Corréa e outros (2005) relataram que uma elevada
percentagem de graos de pdlen viaveis é esperada como resultado de um alto
percentual de tétrades normais em diversas espécies. A perda da viabilidade
do pdlen em diferentes espécies tem sido correlacionada também com a
perda de &gua, tanto em condic¢des naturais como de laboratério (TECCHIO,
2006). Assim, neste trabalho, foi possivel correlacionar irregularidades
meidticas com baixa frequéncia de grdos de polen vidveis, pois 0 genotipo
que apresentou maior quantidade de irregularidades na meiose, também
apresentou a menor taxa de viabilidade polinica. Bione e outros (2000),
estudando o comportamento mei6tico de variedades de soja, constataram a
estreita relacdo entre anormalidades meidticas e a infertilidade do grdo de

polen.
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Figura 13. A- gréo de pélen viavel, B - grao de p6len aberto, C, D, E e F-
graos de polens inviaveis  (seta).

35



Figura 14. Viabilidade dos graos de p6len dos hibridos de mandioca.
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Médias seguidas com letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de 5%, pelo teste de
Tukey.

4.3 Caracteristicas morfoldgicas

Os resultados permitem inferir que, para as condigbes agro-
ecologicas de Vitéria da Conquista-BA, os hibridos diferem
morfologicamente em alguns caracteres avaliados na parte aérea, conforme
descrito na Tabela 03. Observou-se que os materiais avaliados diferem na
maioria dos caracteres abordados, exceto a pubescéncia da folha apical, cor
da epiderme, cor da nervura e proeminéncia de cicatrizes foliares que se
apresentaram iguais em todos os hibridos de mandioca. Nesse sentido, a
diversidade fenotipica manifestada permite inferir que os materiais descritos
apresentam divergéncia genética para varios caracteres, constituindo,
portanto, hibridos distintos. Isso é reforcado pelo fato de que todas as plantas
foram cultivadas num mesmo local e periodo, estando, deste modo, sujeitas
as condicbes ambientais similares que, eventualmente, podem induzir as

alteracfes morfoldgicas em plantas de um mesmo genétipo. Os caracteres
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guantitativos, apesar de, aparentemente, diferirem, ndo se pode fazer

inferéncias, pela impossibilidade de realizar andlises estatisticas com os

dados por falta de repetigdo das plantas.

Tabela 03 - Caracterizagdo morfoldgica da parte aérea de hibridos de

mandioca.
Descritores G2009.02 H2009.25 H2009.30 H2009.48 H2009.57 H2009.61
Cor da folha verde - verde - verde - verde - verde - verde -
apical claro escuro escuro escuro claro claro
Pubescéncia do  Presente presente presente presente presente Presente
broto apical
Forma do eliptica- obovada- lanceolada  ovoide lanceolada  Lanceolada
I6bulo central lanceolada lanceolada
Cor do peciolo  Vermelho verde- vermelho vermelho- verde- verde-
avermelhad esverdeado  avermelhad amarelado
0 0
Cor do cortex Amarelo verde-claro  verde-claro  verde-claro  verde-claro  verde-claro
do caule
Cor externa do  marrom dourado dourado marrom marrom marrom —
caule claro claro claro claro
Comprimento longo >15 longo >15 longo >15 longo >15 longo >15 longo >15
da filotaxia cm cm cm cm cm cm
floracédo Ausente presente ausente presente ausente Ausente
Cor da folha verde-claro  verde- verde- verde- verde-claro  verde-
desenvolvida escura escuro escuro escura
N° de I6bulos Cinco cinco sete cinco sete Sete
Comprimento 9,2cm 9,2cm 12,8 cm 14,1 cm 9,2cm 9,2¢cm
médio do
peciolo
Cor da  marrom marrom marrom marrom marrom marrom
epiderme claro claro claro claro claro claro
Habito de zig-zag zig-zag reto zig-zag reto Reto
crescimento do
caule
Sinuosidade do  Sinuoso liso liso liso liso Sinuoso
16bulo foliar
Cor dos ramos  verde - verde verde- verde verde- Roxo
terminais  nas
arroxeado arroxeado arroxeado
plantas adultas
Altura da  290cm 360 cm 394 cm 394 cm 264 cm 380 cm
planta
Altura da 110 cm 220 cm 230 cm 230 cm 180 cm 180 cm
primeira
ramificacdo
Cordanervura  verde- verde- verde- verde- verde- verde-
vermelho vermelho vermelho vermelho vermelho vermelho
em menos em menos em menos em menos em Mmenos em menos
da me. do da metade da metade da metade da metade da metade
l6bulo do l6bulo do lébulo do lébulo do lébulo do lébulo
Descritores H2009.02 H2009.25 H2009.30 H2009.48 H2009.57 H2009.61
Posicdo do horizontal ~ horizontal ~ horizontal inclinado inclinado Horizontal
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peciolo parabaixo  paracima
Proeminéncia proeminent  proeminent  proeminent  proeminent proeminent  Proeminent
das cicatrizes € e e e e e
Comprimento  Curtas curtas longa curtas curtas Curtas
das estipulas

Margem das Inteira lanciniada inteira lanciniada  lanciniada Lanciniada
estipulas

Habito de dicotbmico  dicotdmico  dicotdmico  dicotdmico  tricotdmico  Dicotémic
ramificacdo 0

Tipo de Aberta aberta cilindrica aberta clindrica Cilindrica
planta

Comprimento

médio do 122cm 11cm 9,2cm 11,4cm 7,2cm 9,6 cm
I6bulo foliar

Distancia 3cm 3,5cm 3cm 3,5¢cm 4cm 5cm
média de

entrends

Largura 3 cm 3,6 cm 2,4cm 3,6 cm 2,2cm 3,6 cm
média do

I6bulo foliar

Relagdo

comprimento/ 3.7 ¢m 2,6 cm 3,6 cm 3,2cm 31lcm 33 cm
largura do

I6bulo foliar

central

38



5 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo meidtico de seis hibridos de mandioca revelou que o0s
hibridos 2009.02, 2009.25, 2009.30, 2009.57 e 2009.61 apresentaram
comportamento meidtico com poucas irregularidades, ou seja, no final da
microsporogénese, formaram-se quatro microporos (tétrades), revelando
uma meiose completamente normal em termos de divisdo celular e,
consequentemente, com formacdo de grdos de pdélen vidveis. O genétipo
2009.48 apresentou a maior frequéncia de irregularidades, principalmente, a
citomixia, descrita pela primeira em hibridos de mandioca, que
comprometeram a viabilidade dos grdos de pdlen, ou seja, ao final da
microsporogénese, formaram-se muitas triades. Com base nos descritores
morfolégicos, conclui-se que h& divergéncia genética entre os hibridos.
Embora preliminares, o0s resultados obtidos refletem claramente a
possibilidade de uso de caracteristicas citogenéticas e a importancia desta
avaliagdo prévia em hibridos de mandioca. A utilizacdo do gendtipo 2009.48,
por exemplo, em programas de melhoramento, deve ser criteriosamente
avaliada, devida a baixa fertilidade apresentada neste estudo.

Ao final deste estudo, constata-se que se faz necessario, também, um
estudo da produtividade destes hibridos, para melhor avaliar a utilizagdo

destes em programa de melhoramento.
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