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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade genética de
acessos de Manihot com a utlizacdo de marcadores moleculares entre
repeticbes de sequéncia simples (ISSR - inter simple sequence repeat),
caracterizar o padrao de heterocromatina e analisar a viabilidade de gréos de
pélen. Foram utilizados 15 acessos para andlise molecular, sendo cinco de
mandiocas, cinco de mani¢cobas e cinco de pornuncas, com 10 primers ISSR,
0s quais produziram um total de 60 bandas entre 120 e 1300 pb, das quais 7
foram monomorficas e 53 polimérficas. Obteve-se um valor médio total de
88,3% de polimorfismo entre o0s genoétipos avaliados. Os valores de
dissimilaridade genética (dg), calculados de acordo com o complemento do
indice de Jaccard, variaram de 0,21 a 1,0, com valor médio de 0,61. Por meio
da analise de agrupamento pelo método das médias ndo ponderadas de
grupos pareados (UPGMA - Unweighted Pair Group Method Average) foi
possivel observar a formacao de seis grupos distintos. Os acessos MB1 e P2
foram os mais dissimilares e MB1 e MP2 os menos dissimilares. Os
marcadores ISSR utilizados neste estudo demonstraram eficiéncia na deteccao
de polimorfismos moleculares, revelando variabilidade genética entre os 15
acessos. E possivel inferir que existe consideravel variabilidade genética entre
0s acessos de Manihot, demonstrando a importancia desses marcadores na
caracterizacdo e andlise de variabilidade desse germoplasma. Para as analises
citogenéticas foram usados nove acessos de Manihot entre mandiocas,
manicobas e pornuncas, por meio da coloracdo CMA/DAPI, e oito acessos para
a viabilidade polinica utilizando a coloragdo com carmim acético, em quatro
manicobas e quatro pornuncas. Foi observado 2n=36 cromossomos para todos
0s acessos. A coloracdo com fluorocromos CMA/DAPI revelou regides
heterocroméaticas CMA", cujo nimero de blocos variou de seis a oito nos
acessos de mandioca e de manicoba, e de seis a doze nas pornuncgas. Todos
0S acessos apresentaram viabilidade polinica acima de 80%. O diametro médio
dos gréaos de pélen viaveis apresentou valores acima de 100 ym. Os acessos
de manicoba e de pornunca apresentam viabilidade polinica alta, podendo ser
recomendas como gendtipos doadores de pdlen em trabalhos de pesquisa com
melhoramento genético. Todavia, enquanto o diametro dos grdos de pdlen da
mani¢coba ndo apresentou variacao significativa, os de pornunca sao bastante
variaveis, sendo um indicativo de possiveis anormalidades meiéticas devidas a
hibridacdes anteriores.

Palavras-chave: ISSR. Mandioca. Manicoba. Pornunca. Viabilidade polinica.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluete the genetic diversity of Manihot
accesses to the use of molecular markers ISSR (inter simple sequence repeat),
characterize the pattern of heterochromatin and analyze the viability of pollen
grains. 15 accessions were used for molecular analysis, five of yuccas, five
manigobas and five pornungas with 10 ISSR primers, which produced a total of
60 bands between 120 and 1300 bp, of which 7 were monomorphic and 53
polymorphic. There was obtained a total average of 88.3% of polymorphism
between genotypes. The values of genetic dissimilarity (dg), calculated
according to the complement of the Jaccard index, ranged from 0.21 to 1.0, with
an average value of 0.61. Through cluster analysis by UPGMA method
(unweighted Pair Group Method Average) it was possible to observe the
formation of six different groups. The MB1 and P2 hits were the most dissimilar
and MB1 and MP2 less dissimilar. The ISSR markers used in this study were
efficient in detecting molecular polymorphisms, revealing genetic variability
among 15 accessions. It is possible to infer that there is considerable genetic
variability among Manihot accesses, demonstrating the importance of these
markers in the characterization and analysis of variability of this germplasm. For
cytogenetic analyzes were used nine Manihot accessions among cassava,
mani¢gobas and pornuncas were analyzed by CMA/DAPI staining, and eight
accessions to the pollen viability staining using acetic carmine, in four
manigobas and four pornuncas. It was observed 2n = 36 chromosomes for all
access. Staining with fluorochromes CMA / DAPI revealed heterochromatic
regions CMA+, where the number of blocks ranged from six to eight in cassava
and manicoba accessions, and from six to twelve in pornuncas. All accessions
showed pollen viability above 80%. The mean diameter of viable pollen grains
showed values above 100 micrometers. The manicoba and pornunca accesses
have high pollen viability, and and can be recommended as pollen donor
genotypes in research work on genetic breeding programs. However, as the
diameter of pollen grains of mani¢oba did not change significantly, the pornunga
are quite variable, being indicative of possible meiotic abnormalities due to
previous hybridizations.

Key-words: ISSR. Cassava. Manicoba. Pornunca. Pollen viability.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

O Semiarido Brasileiro € caracterizado principalmente por um curto
periodo de chuvas irregulares, seguido de um longo periodo de estiagem. Com
estas limitagbes e a predominéancia da vegetacdo Caatinga, que apresenta
restricbes para producgéo de forragem durante todo o ano, surge a necessidade
de uma suplementacdo alimentar para os animais no periodo de seca,
principalmente de plantas com potencial forrageiro que possuem maior
adaptacéo ao clima, como a pornunca (Manihot spp.).

Nativa da Caatinga, a pornunca € um provavel hibrido natural entre a
mandioca (Manihot esculenta Crantz) e a manigcoba (Manihot pseudoglaziovii
Muell. Arg.), possuindo caracteristicas semelhantes de ambas as espécies,
sendo grande produtora de area foliar, tolerante a estresse hidrico, resistente a
pragas, com boa capacidade de rebrota quando cortada, e de facil propagacéo.
Contém alto teor de proteina bruta e produtividade elevada, podendo ser
processada e armazenada como feno e silagem. Tem uma boa aceitacédo pelos
animais, e serve também como flora apicola para as abelhas. Suas folhas e
frutos sdo semelhantes aos da mandioca, e seu caule ao da manicoba,
herdando também a rusticidade e qualidade forrageira destas duas espécies
vegetais.

A caracterizacdo molecular e citogenética € uma forma de conseguir
informagdes importantes para os melhoristas, uma vez que permitem acessar e
compreender a variabilidade genética existente, possibilitando uma selecao
mais eficiente dos recursos genéticos. A analise cariotipica nas células
mitoticas e/ou meioticas possibilita a identificacdo do nimero de cromossomos,
dos polimorfismos estruturais entre os cariétipos e a descricdo das homologias
cariotipicas, entre outras informagcbes relevantes, como alteracfes
cromossOmicas, taxa de fertilidade, problemas no reconhecimento dos

homologos, e identificagcdo de anormalidades que inviabilizam a formacao ou
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funcdo do grédo de polen. Dessa forma, a indicacdo de parentais favoraveis a
hibridag6es pode ser auxiliada pelo uso de caracteristicas citogenéticas.

Os marcadores moleculares, por outro lado, permitem a avaliagdo de um
namero elevado de gendtipos em um curto espaco de tempo, além de nao
serem influenciados pelo ambiente, como acontece com marcadores
morfolégicos. Portanto, tém sido utilizados frequentemente nos estudos de
varias espécies, dentre elas aquelas pertencentes ao género Manihot. Os
marcadores ISSR, sdao amplamente utilizados nos estudos de caracterizacdo
molecular, gerando altos indices de polimorfismos, permitindo a identificacdo
correta de individuos e a selecao de acessos que possam gerar combinacéo de
alelos favoraveis.

Dessa forma, o presente trabalho visou caracterizar citogenética e
molecularmente acessos de Manihot do Banco Ativo de Germoplasma da
Embrapa Semiarido e da Colecdo de Trabalho de Espécies Silvestres do
Género Manihot, como instrumento para a valoracdo do germoplasma, e
geracdo de informacbes que possibilitem o seu uso em programas de
melhoramento genético. Especificamente, caracterizar a diversidade genética
via marcador molecular ISSR, investigar a variabilidade cromossémica por

meio da coloracdo CMA/DAPI, e analisar a viabilidade polinica.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Género Manihot

O género Manihot foi descrito por Miller (1754) e teve sua taxonomia
revisada por Rogers e Appan (1973). Apresenta um grande nuamero de
espécies, e 100 sdo de origem americana. No Brasil ha registros de cerca de
78 espécies, sendo 67 consideradas nativas. Essas espécies estdo distribuidas
por todo o pais, todavia, sdo considerados os centros de diversidade no Brasil
os estados da Bahia, Goias, Minas Gerais e o0 Planalto Central (ORLANDINI e
LIMA, 2014). Segundo Duputié, Salick e Mckey (2011) existem dois centros de
endemismo do género: no sudoeste do México (com 18 espécies reconhecidas
na Mesoameérica), e no cerrado do Brasil central (com 41 espécies descritas no
estado brasileiro de Goias e Distrito Federal).

As espécies deste género podem ocorrer em todas as regides tropicais e
subtropicais do mundo e variam quanto ao padréo de crescimento (UMANAH e
HARTMANN, 1973). De acordo com Nassar (2000) o género € constituido por
plantas arboreas, subarbustivas, arbustivas e raramente trepadeiras. As folhas
sao alternadas, geralmente lobadas, flores variando de gamo a dialissépalas,
além de frutos capsulares e sementes carunculadas. Ainda segundo este autor,
a maioria das espécies produz latex e contém glicosideos cianogénicos
capazes de liberar acido cianidrico por meio de reacdes de hidrélise.

As raizes de espécies selvagens sdo mais delgadas e fibrosas, algumas
apresentando frequentemente um numero limitado de raizes tuberosas. A
superficie radicular € lisa ou aspera, e as subepidérmicas variam de vermelho
ou amarelo para branco. O cértex de raizes de espécies tuberosas pode ser
branco, creme ou amarelo (CARMO JUNIOR, et al. 2013). As plantas s&o
monoicas, possuindo flores femininas e masculinas na mesma inflorescéncia.
As femininas sdo unissexuadas por aborto de estames e a polinizacdo é
realizada principalmente por abelhas e vespas. A maturacdo das flores
femininas antecede a das flores masculinas, admitindo que as plantas do
género Manihot sdo pertencentes ao grupo das plantas alégamas (CABRAL,
2001).
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Apesar da grande variabilidade genética existente nos bancos de
germoplasma, esses séo ainda pouco estudados sob o ponto de vista genético,
sendo importante conhecer a distribuicdo dessa variabilidade. E essencial o
conhecimento da natureza genética, uma vez que esta € correlacionada com
caracteristicas agrondmicas importantes, como a produtividade e qualidade do
produto. A escassez de informagcbes faz com que a conservacao e
caracterizacdo do germoplasma se torne necessaria e assegure informacoes
sobre fontes de genes para futura utilizagdo, buscando o sucesso da producéo
agricola (COSTA; CARDOSO; OHAZE, 2003).

Em geral, o género Manihot apresenta uma ampla diversidade genética
interespecifica e intraespecifica. A fraca barreira de isolamento reprodutivo
entre suas espécies possibilita a ocorréncia de hibridacéo interespecifica entre
as espécies cultivadas, como a mandioca, e as espécies silvestres (NASSAR et
al., 1995; SIQUEIRA et al., 2009). Citogeneticamente, as espécies mostram-se
bastante estaveis em nivel cariotipico.

Todas as espécies do género analisadas até o momento apresentam
2n=36 cromossomos, sendo estes de tamanho pequeno e muito semelhantes
morfologicamente. Um estudo de 39 cultivares de M. esculenta Crantz e oito
espécies nativas, por exemplo, confirmou 2n=36 para todos o0s gendtipos,
exceto para a cultivar Manipeba de M. esculenta, que apresentou 2n=54,
considerando-se como um tripléide espontaneo (CARVALHO; GUERRA;
CARVALHO, 1999; CARVALHO e GUERRA, 2002).

2.2. Mandioca, mani¢goba e pornuncga

As plantas do género Manihot apresentam grande importancia no
semiarido brasileiro. Nesta regido, geralmente dependente de chuvas, tanto a
mandioca quanto a manicoba estdo presentes nos cultivos e consumo dos
pequenos produtores, utilizando-as para diversos fins e por serem resistentes a
seca. Além destas, a pornunca € outro representante do género que apresenta
grande potencial para utilizacdo na alimentacdo animal (FERREIRA et al.,
20009).
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Figura 1. Manihot esculenta Crantz - Mandioca) (A), Manihot spp. - Pornunca
(B), Manihot pseudoglaziovii Muell. Arg. - Manicoba (C).

A mandioca tem a maior parte de sua producdo destinada
principalmente a alimentacdo humana, sendo as raizes a parte principal
consumida e utilizada na fabricacdo de diversos produtos e subprodutos. Em
muitos paises é o alimento que predomina na dieta diaria, como fonte de
carboidrato, sendo consumida por mais de 600 milhées de pessoas nas regides
tropicais e subtropicais do mundo. Sua maior utilizacdo encontra-se em paises
em desenvolvimento, principalmente para diminuir a grande deficiéncia caldrica
e subnutricdo generalizada. Além da alimentacdo humana, € também utilizada

para alimentacdo animal (Figura 1A) (EL-SHARKAWY, 2006; LIMA et al.,

2002).

A mandioca pode ser classificada de duas maneiras: como de mesa ou
mansa, também conhecida em algumas regibes do Brasil como macaxeira ou
aipim, e a mandioca brava, que possui taxas de acido cianidrico elevado. A
mansa pode ser consumida logo apdés o cozimento, apresentando um baixo
teor de acido cianidrico (de até 100 mg eq. HCN kg™) (MEZETTE et al., 2009).
E aquelas com taxas de acido cianidrico elevado séo utilizadas principalmente
na fabricacdo de farinhas e féculas (VALLE et al., 2004).

Apesar de a mandioca ser uma planta muito conhecida e utilizada,
outras espécies do género Manihot tém uso pouco difundido e estudado. As
espécies silvestres relacionadas com a mandioca, como a mani¢coba ou a
pornuncga, apresentam caracteristicas de tolerancia a seca e a solos marginais,
podendo, inclusive, ser utilizadas na alimentacdo animal, quando bem

conduzidas e manejadas. Este manejo envolve um maior nimero de podas
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durante o ano, além de cuidados com a fertilizacdo do solo visando a
manutencdo de um sistema de producdo sustentavel (ARAUJO FILHO et al.,
2011; ALENCAR et al., 2015).

A manicoba é mais utilizada como forragem para os animais, na forma
de feno ou silagem. Apresenta grande resisténcia a seca, em funcao de ter um
sistema de raizes tuberculadas bastante desenvolvido, onde acumula suas
reservas, possuindo boa adaptacdo ao clima semiarido e apresentando alta
produtividade, além de rebrotar rapidamente quando cortada na chegada das
chuvas e ter um valor nutritivo significativo (DANTAS et al., 2008).

A manicoba, como as demais plantas do género Manihot, apresenta em
sua composicdo, quantidades variaveis de carboidratos denominados
glicosideos cianogénicos que ao hidrolisarem-se mediante a acdo de uma
enzima, dado origem ao acido cianidrico. Este acido, dependendo da quantidade
ingerida por um animal, pode provocar intoxicagcdo (AMORIM; MEDEIROS,
RIET-CORREA, 2006; ARAUJO, 2001).

A pornunga é uma planta nativa encontrada em diversos estados do
Nordeste brasileiro possuidores de mata nativa (Caatinga). E conhecida como
pornuncia, prinunga, pornona, mandioca de sete anos, mandioca de jardim,
manicoba de jardim (SILVA et al., 2009). Estes autores também afirmam que a
pornunca, além de ter o potencial produtivo melhor que outras plantas do
mesmo género, tem apresentado menores contetdos de &cido cianidrico do
gue outras espécies, proporcionando certa seguranca para o produtor diante
dos possiveis riscos de intoxicacao.

Segundo Ferreira et al. (2009) poucos criadores conhecem a planta e,
menos ainda, sabem como manejé-la adequadamente para a utilizacdo de todo
0 seu potencial forrageiro. Ainda de acordo com esses autores, a pornunca
seria um hibrido natural entre a mandioca e a manicoba. Tem caracteristicas
intermediarias das duas espécies, sendo tolerante a estresse hidrico intenso e,
ultimamente, vem sendo usada como forrageira para alimentagdo animal, por
ter grande potencial para producao foliar.

A qualidade dessas forrageiras do género Manihot evidencia-se pelo

elevado teor de proteina e maior teor de carboidratos n&o fibrosos
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(carboidratos de degradacdo rapida) em relacdo as gramineas tropicais
(AZEVEDO et al.,, 2006; DANTAS et al.,, 2008). Ferreira et al. (2009)
encontraram 0s seguintes teores de proteina bruta (PB) para a mandioca
(26,19%), manicoba (19,14%) e pornunca (27,58%). Santana, Nascimento e
Lima (2008) encontraram valor mais alto para a manicoba (22,26%) e no
trabalho de Ferreira et al. (2007) valor semelhante foi obtido para a mandioca
(25,07%).

2.3. Caracterizacao Molecular

O conhecimento da variabilidade genética das espécies vegetais e
também como estas estdo distribuidas, proporciona 0 uso sustentavel e
racional dos recursos genéticos. Técnicas com a utilizacdo de marcadores
moleculares encontram-se disponiveis e constitui uma das ferramentas mais
importantes e interessantes para a caracterizagdo dos bancos ativos de
germoplasma de diversas espécies (DANTAS, et al., 2012).

A caracterizacdo de gendtipos praticada com base nas caracteristicas
morfologicas e agronémicas apresenta algumas limitacdes, como a restricao da
realizacdo das analises em qualquer periodo do ano, além de requerer um
custo elevado e um tempo prolongado de andlises, podendo estas sofrerem
influéncias ambientais. Alternativamente, os marcadores moleculares estédo
sendo utilizados como uma ferramenta de complementacdo na caracterizacéo
de germoplasma, auxiliando para identificacbes de diferentes gendétipos
(BIANCHI, et al., 2002; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996; NUNES, et al.,
2008).

Os marcadores moleculares sdo bastante eficazes nos estudos
gendmicos, sendo uma ferramenta rapida, detectando o polimorfismo
diretamente ao nivel de DNA sem sofrer qualquer tipo de influencia ambiental.
Estudos com marcadores moleculares permitem aumentar a eficiéncia dos
programas de melhoramento genético e, com base no polimorfismo, é possivel
fazer inferéncias das relacdes entre genotipo e fenotipos dos individuos em
estudo (MARTINS, et al., 2011).
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A analise molecular a ser escolhida depende principalmente da sua
simplicidade e reprodutibilidade. Uma das técnicas que € bastante utilizada
desde 1994 é o marcador molecular ISSR (ZIETKIEWICZ, et al., 1994). ISSRs
sdo marcadores amplificados por PCR (Polymerase Chain Reaction), reacéo
em cadeia da polimerase na presenca de um oligonucleotideo (primer)
complementar para um determinado microssatélite. As sequéncias alvo dos
ISSRs sédo de grande abundancia ao longo de todo o genoma dos eucariotos,
evoluindo rapidamente (DAVILA; CASTILLO; LAURENTIN, 2007; ESSELMAN
et al., 1999; FANG e ROOSE, 1997).

O ISSR, marcador dominante, € uma técnica simples, de baixo custo, de
facil uso, bastante eficiente e de alta reprodutibilidade mostrando-se uma
poderosa ferramenta para analise da diversidade genética, bem como para a
caracterizacdo de acessos e cultivares de diversas espécies (SILVA, et al.,
2011).

2.4. Caracterizacéo citogenética

Ao longo do tempo as técnicas de coloracdo cromossémica baseadas
em carmim, Giemsa e bandas foram adaptadas e otimizadas para a
caracterizacdo citogenética de espécies de diferentes plantas. Dentre o0s
métodos citogenéticos utilizados, a analise cariotipica em células mitéticas e/ou
meioticas identifica uma série de informacdes relevantes, como alteracfes
cromossOmicas estruturais, numero de cromossomos do cariétipo das
espécies, entre outras. Desta forma, a indicacdo de parentais favoraveis a
hibridagdes pode ser auxiliada de forma relevante por esses parametros
citogenéticos (CARVALHO et al., 2009; FIGUEROA e BASS, 2010).

Dentre as técnicas de citogenética utilizadas para o estudo da
variabilidade genética esta o bandeamento com coloracdo CMA/DAPI,
informando a constituicdo da heterocromatina. Esta técnica detalha o padréo
de distribuicdo das bases nitrogenadas pelo uso do fluorocromo cromomicina
A3 (CMA) gue cora preferencialmente regides ricas em GC e 4’6-diamidino-2-
phenilindol (DAPI), que cora preferencialmente regides ricas em AT (DAPI)
(Guerra, 2000).
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Muitas espécies cultivadas vém sendo caracterizadas por um numero
variado de técnicas de citogenética, visando a deteccdo de alteracbes
estruturais e do namero de cromossomos, subsidiando a reconstrucdo da
evolucdo histérica e de mapas genéticos. Mesmo em género com
Cromossomos peqguenos e nuamero estavel de cromossomos, € possivel
identificar citogeneticamente as diferencas entre as espécies (CARVALHO e
GUERRA, 2002).

De acordo com Nassar (1986) espécies silvestres de Manihot
representam uma grande fonte potencial de muitos caracteres genéticos,
entretanto, agronomicamente, algumas caracteristicas encontradas possuem
uma pobreza notavel no que diz respeito ao teor de proteina na raiz,
geralmente sdo encontrados niveis muito baixos, menores que 2%. Vale
salientar que as espécies de Manihot hibridizam facilmente, o que contribui
para a grande variacdo dentro deste grupo e para a evolugcdo do grande
namero de espécies existente.

Nestes materiais que apresentam indicios de hibridagc&o, existem outros
parametros citogenéticos que podem ser analisados, entre eles a viabilidade
polinica. Segundo Nolasco (2011), o estudo da analise da viabilidade do grdo
de polen permite indicar o potencial da planta para cruzamentos, fornecendo
subsidios para usos futuros em programas de selecao, cruzamento e producéo
de sementes vidveis. Ainda de acordo com o autor a determinagdo da
viabilidade do pélen, associada a meiose, € fundamental na investigacdo das
causas da infertilidade das plantas, assim como para 0 conhecimento do
potencial de reproducédo de uma populacao e dos problemas de fertilidade que
possam ocorrer.

A analise da viabilidade polinica é importante para o estudo do fluxo
génico em plantas, evidenciando o potencial masculino e reprodutivo da
espécie, podendo ser util também em estudos taxonémicos, genéticos,
palinologicos e ecoldgicos. Vale salientar que existe um grande ndmero de
causas que pode levar a inviabilidade do polen, sendo estas muitas vezes néao
genéticas, como fatores fisicos, de temperatura e umidade, incluindo também a
idade do pélén (HISTER e TEDESCO, 2016).
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CAPITULO 2

4. Aplicagcdo de marcadores ISSR na caracterizagdo de acessos
do género Manihot?

Resumo

Objetivou-se com este estudo avaliar a diversidade genética de acessos de
Manihot com a utilizacdo de marcadores moleculares ISSR. Foram analisados
15 acessos, sendo cinco de mandiocas, cinco de manicobas e cinco de
pornuncgas, com 10 primers ISSR, os quais produziram um total de 60 bandas
entre 120 e 1300 pb, das quais 7 foram monomodrficas e 53 polimorficas.
Obteve-se um valor médio total de 88,3% de polimorfismo entre os gendtipos
avaliados. Os valores de dissimilaridade genética (dg), calculados de acordo
com o complemento do indice de Jaccard, variaram de 0,21 a 1,0, com valor
médio de 0,61. Por meio da analise de agrupamento pelo método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Average) foi possivel observar a formacao de
seis grupos distintos. Os acessos MB1 e P2 foram os mais dissimilares e MB1
e MP2 os menos dissimilares. Os marcadores ISSR utilizados neste estudo
demonstraram eficiéncia na deteccdo de polimorfismos moleculares, revelando
variabilidade genética entre os 15 acessos. E possivel inferir que existe
consideravel variabilidade genética entre o0s acessos de Manihot,
demonstrando a importancia desses marcadores na caracterizagdo e analise
de variabilidade desse germoplasma.

Palavras-chave: Mandioca. Mani¢oba. Molecular. Pornuncga.

Abstract

The objective of this study was to evaluete the genetic diversity of Manihot
accesses to the use of molecular markers ISSR. 15 accessions were analyzed,
five of yuccas, five manicobas and five pornuncas with 10 ISSR primers, which
produced a total of 60 bands between 120 and 1300 bp, of which 7 were
monomorphic and 53 polymorphic. There was obtained a total average of
88.3% of polymorphism between genotypes. The values of genetic dissimilarity
(dg), calculated according to the complement of the Jaccard index, ranged from
0.21 to 1.0, with an average value of 0.61. Through cluster analysis by UPGMA
method (unweighted Pair Group Method Average) it was possible to observe
the formation of six different groups. The MB1 and P2 hits were the most
dissimilar and MB1 and MP2 less dissimilar. The ISSR markers used in this
study were efficient in detecting molecular polymorphisms, revealing genetic
variability among 15 accessions. It is possible to infer that there is considerable
genetic variability among Manihot accesses, demonstrating the importance of

! A ser submetido para publicacdo
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these markers in the characterization and analysis of variability of this
germplasm.

Key-words: Cassava. Manicoba. Molecular. Pornunca.

Introducéo

Existem cerca de 100 espécies selvagens do género Manihot,
fornecendo uma importante heranca genética para o melhoramento das
espécies deste género. A manipulagdo de genes a partir de espécies selvagens
levou a novas cultivares resistentes a pragas e doencas (NASSAR e ORTIZ,
2007). Contudo se faz necessario o estudo da variabilidade genética existente
nas populagbes naturais, de fundamental importdncia na obtencdo de
informagbes para trabalhos de melhoramento, além de possibilitar a
identificacdo de gendtipos com maior capacidade produtiva (SAGRILO, et al.
2010).

Vérias técnicas possibilitam a identificacdo do genoma, entre estas os
marcadores moleculares acessam o0 genoma evitando o efeito ambiental e
erros de identificagdo. A técnica de “inter simple sequence repeat’ (ISSR),
utiliza uma sequéncia simples repetida como oligonucleotideo iniciador para
amplificar fragmentos de DNA, que gera alto nivel de polimorfismo. Por esse
motivo vem sendo empregada para a diferenciacao rapida entre gendtipos,
devido ao seu elevado grau de polimorfismo, reprodutibilidade e baixo custo
(SILVA, et al. 2011; BORBA, et al. 2005).

Os marcadores moleculares sdo ferramentas importantes na
caracterizacdo molecular de acessos de mandioca, por possuirem alta
capacidade de deteccéo das informagfes contidas no genoma (VIEIRA et al.,
2010). O presente trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade genética

de acessos de Manihot com a utilizacdo de marcadores moleculares ISSR.

Material e métodos
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Avaliou-se, por meio do uso de marcadores microssatélites ISSR (inter

simple sequence repeat), a variabilidade molecular em quinze acessos de

Manihot, sendo cinco de pornunca (Manihot spp.), cinco de mandioca (Manihot

esculenta Crantz), trés de manigoba (Manihot pseudoglaziovii Muell. Arg.), um

de manigcoba Manihot carthagenensis subsp. glaziovii (Mull. Arg.) Allem, e um

de manicoba Manihot compositifolia Allem oriundos do Banco Ativo de

Germoplasma de Mandioca e da Colecao de Trabalho de Espécies Silvestres

do Género Manihot da Embrapa Semiérido (Tabela 1).

Tabela 1 - Identificacdo, nome comum, origem, e utilizacdo de 15 acessos de

Manihot para a avaliacédo da diversidade genética utilizando marcadores ISSR.

Simbolos Acesso Nome comum e/ou home Origem Utilizacdo Procedéncia
cientifico
MB1 MB1 Mandioca (M. esculenta Crantz) Petrolina - PE Brava/farinha CESGM
MP2 BAG 435 Macaxeira do Para (M. esculenta  Cratels - CE Mansa/in BAGES
Crantz) natura
MC3 BAG 436  Mandioca Cruvela (M. esculenta CrateUs - CE Brava/farinha  BAGES
Crantz)
MP4 BAG 437 Macaxeira Preta (M. esculenta CrateUs - CE Mansa/in BAGES
Crantz) natura
MV5 BAG 438 Mandioca Vermelhinha (M. Cratels - CE Brava/farinha  BAGES
esculenta Crantz)
P1 P1 Pornunga (Manihot spp.) Petrolina - PE Forragem CESGM
P2 P2 Pornunga (Manihot spp.) Petrolina - PE Forragem CESGM
P3 P3 Pornunga (Manihot spp.) Petrolina - PE Forragem CESGM
P4 P4 Pornuncga (Manihot spp.) Petrolina - PE Forragem CESGM
P5 P5 Pornunga (Manihot spp.) Petrolina - PE Forragem CESGM
M1 Caatinga  Manicoba (M. pseudoglaziovii Petrolina - PE Forragem CESGM
- PE Muell. Arg.)
M2 Caatinga  Manicoba (M. pseudoglaziovii Crateus - CE Forragem CESGM
-CE Muell. Arg.)
M3 BGMS11 Manigoba (M. pseudoglaziovii Petrolina PE Forragem BAGES
5 Muell. Arg.)
M4 BGMS11 Manihot carthagenensis subsp. Cruz das Almas  Forragem BAGES
glaziovii (MUll. Arg.) Allem - BA
M5 BGMS22  Manihot compositifolia Allem Cruz das Almas  Forragem BAGES

- BA

*BAGES = Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiarido; CESGM = Colecéo de

Espécies Silvestres do Género Manihot.

Local de conducdo, coleta e armazenamento do material vegetal
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O trabalho foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Embrapa Semiarido, Petrolina-PE. Estacas de todos os acessos foram
plantadas e colocadas no viveiro de mudas. A coleta de folhas foi realizada no
periodo da manha, sendo acondicionadas em sacos plasticos devidamente
identificados e armazenadas em freezer -80 °C até a etapa de extracdo de
DNA.

Extracdo de DNA

Para extracdo do DNA, foi utilizado o protocolo descrito por Doyle &
Doyle (1990) com algumas modificacdes. Para cada acesso, o DNA foi extraido
utilizando aproximadamente 2 g de folhas jovens. O material foi macerado com
nitrogénio liquido e adicionado a 700 ul de tampao de extracdo CTAB 2% num
microtubo de 2 ml.

As amostras foram colocadas em banho maria a 60 °C por 45 min e
homogeneizadas a cada 15 min. Apos o resfriamento das amostras em
temperatura ambiente por aproximadamente 5 min, foram adicionados 700 pl
de cloroférmio-alcool isoamilico na propor¢cdo de 24:1 e homogeneizados
levemente por inversao, que posteriormente, foram centrifugadas a 12.000 rpm
durante 10 min. Em capela de exaustao foi transferido 500 pl do sobrenadante
para outro microtubo de 1,5 ml e novamente foi adicionado 500 pl de
cloroférmio-alcool isoamilico levando novamente os microtubos a centrifugacéo
a 12.000 rpm durante 10 min. O sobrenadante foi retirado 360 pl, sendo
adicionado 240 ul de alcool isopropilico gelado para a precipitacdo dos acidos
nucléicos.

Em seguida, os microtubos foram colocados em gelo por 20 min e
posteriormente foram centrifugados a 12.000 rpm durante 10 min. Apds esse
procedimento, o sobrenadante foi descartado, observando se houve a
formacé&o de pellet. O DNA foi lavado com 500 pl de etanol 70% e com 500 pl
de etanol absoluto. O precipitado foi seco em temperatura ambiente de um dia

para o outro e, entdo, adicionados 15 ul de TE. Apds 1 hora, adicionou-se 5 pl
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de RNAse (10 mg/ml), mantendo a temperatura de 37 °C em banho maria

durante 1 hora.

Quantificacdo do DNA

A presencga e qualidade do DNA gendmico foi analisada por meio da
comparagao visual com bandas obtidas do DNA de fago A (100 e 25 ng uL™)
por eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v) corado com brometo de etidio
submetidos a voltagem constante de 100 V por 2h. A visualizacéo foi realizada
por meio de luz ultravioleta e registrada em aparelho fotodocumentador modelo
LPix Image (Loccus Biotecnologia). Posteriormente a concentracdo das

amostras foi ajustada para 10ng L™,

Amplificacdo de DNA (PCR — reacdo em cadeia da polimerase)

As amplificagbes foram conduzidas em termociclador GeneAmp 9600
(Applied Biosystems) em um volume total de 30 ul contendo: 4 uM de primer;
150 uM de cada dATP, dCTP, dGTP e dTTP; 0,7 unidade de TagPolimerase;
40 ng de DNA molde; 3 uM de MgCl, e agua Milli-Q estéril para o volume final.
O mix foi amplificado nas condi¢des de 3 min a 95 °C, seguido de 35 ciclos de
30 seg a 94°C, 45 seg em 50 °C, 1,15 min a 72°C e 5 min a 72°C. Diferentes
primers foram testados com o intuito de se selecionar os mais informativos para
o estudo da divergéncia genética (ISSR). Foi feito um screening inicial de
cinquenta primers, selecionando-se os dez que apresentaram maior numero de

bandas polimérficas (Tabela 2).

Tabela 2 - Lista de primers ISSR e sua sequéncia (5'-3 ") utilizados para analise
da diversidade genética em acessos de Manihot do Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Semiarido.

Primer Sequéncia (5'-3")*

ISSR 4 - TriCAC3'YC CACCACCACCACCACYC
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ISSR 5 - TriCAC5'CR CRCACCACCACCACCAC
ISSR 6 - TriCAC5'CY CYCACCACCACCACCAC
ISSR 11 - TriTGT TGTTGTTGTTGTTGT

ISSR 12 - TriAAC3'RC AACAACAACAACAACRC
ISSR 13 - TriACA3'RC ACAACAACAACAACARC
ISSR 17 - DIGAS’CR CRGAGAGAGAGAGAGAGA
ISSR 26 - DIGA3'T GAGAGAGAGAGAGAGAT
ISSR 27 - DIGA3’YC GAGAGAGAGAGAGAGAYC
ISSR 30 - DIGA GAGAGAGAGAGAGAGA

*R = A+G; Y = C+T

Andlise das amplificacdes

A andlise das amplificacGes foi realizada por eletroforese em gel de
agarose a 2% com brometo de etidio utilizando-se o tampao de corrida TBE
0,5x submetidos a voltagem constante de 80 V por 3h e visualizadas sob luz
UV e documentadas em fotodocumentador modelo LPix Image (Loccus
Biotecnologia). O tamanho dos fragmentos foi determinado com marcador de

peso molecular 100pb DNA Ladder (Jena Bioscience).

Andlise dos dados

Os marcadores ISSR foram convertidos em dados binarios, onde se
atribuiu valor “um” para presenca e valor “zero” para auséncia de bandas. Os
marcadores que se mostraram polimérficos foram submetidos a analise de
diversidade genética, utilizando como método de agrupamento o UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) e coeficiente de
Jaccard. O ajuste entre a matriz de distancias e o dendrograma foi realizado
por meio de correlacdo cofenética (cc) utilizando o software Genes (CRUZ,
2006). Para obtencdo do dendrograma de dissimilaridade foi utilizado o
programa Statistica 7.1 (MINGOTI, 2005). Foi adotado como ponto de corte no
dendrograma o ponto de maior salto das distancias em funcdo para a

caracterizacdo dos grupos, fornecido pelo programa Statistica 7.1.
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Resultados e Discussao

Os dez primers selecionados, apresentaram polimorfismos, gerando um
total de 60 bandas entre 120 e 1300 pb, das quais 7 foram monomorficas e 53
polimérficas, obtendo-se um valor médio total de 88,3% de polimorfismo entre
0S genotipos avaliados. O numero total de bandas variou de 1-9, com uma
média de 6 bandas por iniciador (Tabela 3). Silva et al. (2011) também
encontraram um alto valor de polimorfismo em espécies de Manihot utilizando
20 oligonucleotideos ISSR, obtendo um total de 89,7%.

Tabela 3 - Lista de primers ISSR, numero total de bandas (NTB), nimero de
bandas monomorficas (NBM), numero de bandas polimorficas (NBP),
percentagem de polimorfismo (P%) e amplitude de fragmentos (AF) em 15
genotipos de Manihot.

Primer Bandas

NTB NBM NBP P (%) AF (ph)

TriCAC3'YC 6 1 5 83,3 250-900
TriCACS5'CR 8 5 3 37,5 350-1000
TriCACS’CY 8 1 7 87,5 400-1000
TrTGT 1 0 1 100,0 800
TriAAC3'RC 4 0 4 100,0  400-1300
TriACA3'RC 9 0 9 100,0 250-900
DIGA5'CR 9 0 9 100,0 120-600
DiGA3'T 5 0 5 100,0 200-650
DiGA3'YC 5 0 5 100,0 120-900
DiGA 5 0 5 100,0 300-700
Total 60 7 53 88,3

Media 6 0,7 5,3 90,8

Coelho et al. (2016) também utilizando marcadores ISSR em Passiflora

cincinnata, Passiflora edulis e um hibrido interespecifico (P. edulis x P.
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cincinnata) obtiveram uma porcentagem de polimorfismo de 74,8%. Contudo,
os resultados obtidos com ISSR apresentaram pouco polimorfismo entre os
parentais e o hibrido analisado.

O namero minimo de bandas polimérficas (uma banda) foi obtido apenas
para o primer TriTGT. Um nimero maximo de 9 bandas polimérficas foi obtido
a partir dos primers TriACA3'RC e DiGA5'CR, gerando um percentual de 100%
de polimorfismo (Tabela 3). A elevada porcentagem de bandas polimorficas
encontrada (acima de 80%) ressalta que ha variabilidade genética entre os
acessos de Manihot.

Os valores de dissimilaridade genética (dg) entre todos 0s acessos
variaram de 0,21 (acessos MB1 e MP2) a 1,0 (acessos MB1 e P2), com valor
médio de 0,61. Por meio da analise de agrupamento foi possivel observar a
formacdo de seis grupos distintos (Figura 1). O grupo 1 (GI) foi formado por
genotipos de trés espécies em estudo, com 0s cinco acessos de mandioca
(MB1, MP2, MC3, MP4 e MV5), com duas manicobas (M1 e M3) e trés
pornuncas (P1, P4 e P5) (Figura 1). Os demais acessos encontram-se cada um
em um grupo distinto (M2, M4, M5 e P2, P3). No grupo GI, a pornunca esta
agrupada juntamente com seus provaveis parentais, mostrando que essas trés
espécies possuem similaridade entre si, com excec¢éo dos acessos P2 e P3 de
pornunca, e M2, M4 e M5 de manigoba.

Diversos estudos demonstram a variabilidade genética entre genétipos
no género Manihot. Oliveira et al. (2012), por exemplo, utilizando marcadores
moleculares microsatélites em dez clones de mandioca, observaram valores de
similaridade que variavam de 0,15 a 0,75, indicando elevada variabilidade dos
materiais utilizados. Siqueira et al. (2009) estimando a diversidade genética de
42 acessos de mandioca de cinco regides brasileiras, e também utilizando
marcadores micrissatélites, constataram uma alta variabilidade genética com
valores de 0,19 a 0,83.

A alta variabilidade pode ser explicada tanto devido a polinizagao
cruzada como pela fixacdo da heterozigose na propagacdo vegetativa de
diferentes acessos da cultura. Nesse caso, Oliveira et al. (2012) justificam que

a elevada variabilidade ocorre pela utilizacéo de clones com diferentes aptiddes
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comerciais. Da mesma maneira, podemos supor no nosso estudo que a alta
variabilidade obtida pode ser devida as diferentes aptidées diversificadas dos

genaotipos.

Matriz de Dissimilaridade

MB1

MP2
MC3
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Distancia de ligacao

Figura 1 — Dendrograma de dissimilaridade obtido pelo método UPGMA e
coeficiente de Jaccard de 15 acessos de Manihot do Banco Ativo de
Germoplasma e da Colecdo de Trabalho de Espécies Silvestres do Género
Manihot da Embrapa Semiéarido. Correlagao cofenética (r = 0,97).

Na Tabela 4 observamos a distribuicdo de bandas produzidas a partir de
10 primers para ISSR em trés grupos de acessos do género Manihot:

pornungas, manigobas e mandiocas.
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TABELA 4 — Iniciadores ISSR utilizados na amplificagcdo dos gendtipos de Manihot, com suas respectivas sequéncias, numero total de
bandas (NTB), numero de bandas monomorficas (NBM), numero de bandas polimérficas (NBP), percentagem de polimorfismo (P%),

namero de bandas por genétipo (NBG) e amplitude de fragmentos (AF).

Primer Sequéncia* NBG
Mandiocas Pornuncas Manicobas

NTB NBM NBP P (%) AF(pb) NTB NBM NBP P (%) AF(pb) NTB NBM NBP P (%) AF (pb)
TriCAC3YC CACCACCACCACCACYC 5 2 3 60,0 250-900 5 1 4 80,0  250-900 4 2 2 50,0  800-900
TriCAC5CR CRCACCACCACCACCAC 8 6 2 25,0  350-1000 8 5 3 37,5 350-1000 7 6 1 14,3 350-1000
TriCAC5CY CYCACCACCACCACCAC 8 5 3 37,5  400-1000 8 7 1 12,5 400-1000 8 4 4 50,0 400-1000
TrTGT TGTTGTTGTTGTTGT 1 0 1 100,0 800 - - - - - 1 0 1 100,0 800
TriAAC3'RC AACAACAACAACAACRC 5 1 4 80,0  400-1300 - - - - - - - - - -
TriACA3’'RC ACAACAACAACAACARC 7 0 7 100,00 250-800 8 0 8 100,0 200-800 2 0 2 100,0  450-900
DiGA5CR CRGAGAGAGAGAGAGAGA 5 2 3 60,0 120-450 6 1 5 83,3  150-450 7 2 5 71,4  150-600
DiGA3'T GAGAGAGAGAGAGAGAT 5 0 5 100,0  200-650 2 0 2 100,0 500-600 3 1 2 66,7  300-600
DIGA3'YC GAGAGAGAGAGAGAGAYC 4 1 3 75,0 150-500 2 1 1 50,0 120-220 3 1 2 66,7  220-900
DiGA GAGAGAGAGAGAGAGA 4 3 1 25,0 300-700 3 2 1 33,3  400-600 - - - - -
Total 52 21 31 59,6 42 17 25 59,2 35 16 19 54,3
Média 5,2 2,1 3,1 56,25 5,3 2,1 31 621 4,4 2,0 24 64,9

*R=A+G; Y =

C+T
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Na andlise intraespecifica das mandiocas, observamos que quase todos
os primers geraram bandas polimérficas, alguns com o nimero minimo de uma
banda polimorfica, tais como os primers TriTGT e DIGA, enquanto o primer
TriAAC3’RC gerou o numero maximo de 7 bandas (amplicons). O numero total
de bandas obtido para a mandioca foi de 52 bandas, sendo 21 monomorficas e
31 polimérficas, representando 59,6% de polimorfismo. Vale ressaltar que a
amplitude maxima observada no niamero de bandas em Manihot variou de 1 a
8, tendo uma média de 5,2 bandas, com tamanhos variando de 120 a 1300 pb.
Resultado proximo foi encontrado por VIDAI et al., (2015) utilizando-se 24
primers ISSR em diferentes gendtipos de mandioca, onde se obteve um
percentual de 57,1% de polimorfismo , enquanto no presente trabalho
obtivemos 59,6%. Outros estudos também corroboram os resultados obtidos
para mandioca, como os de VIEIRA et al., (2008), e VIEIRA et al., (2011).

Para as pornuncas, oito dos dez primers produziram um total de 42
bandas, com um percentual de 59,2% de polimorfismo, sendo 25 bandas
polimérficas e 17 monomoérficas. O numero de bandas variou de 2 a 8, com
uma média de 5,3 bandas de tamanhos entre 120 e 1000 pb. Contudo, néao foi
possivel obter amplicons com os primers TriTGT e TriAAC3'RC.

Nas manigobas, nove primers produziram um total de 35 bandas com
tamanhos variando de 150 a 1000 pb, das quais 19 (54,3%) foram polimérficas.
O numero de bandas variou entre 1 e 8, com valor médio de 4,4 bandas. Assim
como observado nas pornuncas, o primer TriIAAC3’RC néo produziu produto de
amplificagéo.

De uma maneira geral observa-se que a percentagem de polimorfismo
intragenérica (88,3%) é maior que a intraespecifica (54,3 a 59,6%). A deteccao
de polimorfismos intra e interespecificos tem sido estudada utilizando-se os
marcadores ISSR em diversas espécies nativas e cultivadas, como, por
exemplo, em Passiflora (COSTA et al, 2012), Eucalyptus (BALLESTA,
CONTRERAS-SOTO; PERRET, 2015) e Manihot (SILVA et al., 2011).

Observando valores de polimorfismo inter e intraespecificos obtidos no
presente estudo, constata-se que a percentagem de bandas polimorficas é
maior entre espécies do que entre acessos da mesma espécie. Com a
utilizacdo de marcadores moleculares ISSR, Silva et al. (2011) avaliaram a

diversidade genética intra e interespecifica entre acessos de Manihot,
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observando que houve especificamente para estes genoétipos uma maior
similaridade entre M. dichotoma var. undulata e M. caerulescens, sendo maior
do que a similaridade entre M. dichotoma e M. dichotoma var. undulata,
identificadas como sendo da mesma espécie. Neste caso, esses autores
afirmaram que ha maior similaridade entre espécies diferentes de Manihot, do
gue entre individuos da mesma espécie.

No presente trabalho a maior divergéncia genética entre os acessos de
mandioca foi entre MB1 e MV5 (0,46), e a divergéncia mais baixa foi entre os
acessos MB1 e MP2 (0,15), com valor médio de 0,31. Foi possivel observar a
formacdo de quatro grupos distintos (Figura 2). O primeiro grupo (Gl) foi
formado pelos gendtipos MB1 e MP2. O segundo, o terceiro e o quarto grupo

foram formados cada um com apenas um genoétipo (MC3, MP4 e MV5).

Matriz de Dissimilaridade
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Figura 2 — Dendrograma de dissimilaridade obtido pelo método UPGMA e
coeficiente de Jaccard de cinco acessos de mandioca do Banco Ativo de
Germoplasma e da Colecdo de Trabalho de Espécies Silvestres do Género
Manihot da Embrapa Semiarido. Correlagéo cofenética (r = 0,90).

Zayed, Shams e Kamel (2013) utilizando marcadores moleculares ISSR

mediram a distancia genética de quatro gendtipos de mandioca, sendo um da
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Indonésia, um do Brasil e dois da Tailandia. Os autores encontraram maior
dissimilaridade entre os gendétipos do Brasil e da Indonésia (0,25) e menor
dissimilaridade entre os gendtipos da Tailandia e do Brasil (17,7). No nosso
estudo, os acessos de mandioca mais similares encontram-se no estado da
Bahia (MB1) e do Ceara (MP2), mostrando que mesmo sendo de locais
diferentes, esses genétipos apresentam proximidade genética pelo critério
adotado.

Para as pornuncas os valores de dissimilaridade genética (dg) entre os
cinco acessos tiveram uma variacdo de 0,43 (acessos P4 e P5) a 0,95
(acessos P1 e P2), com valor médio de 0,69. Por meio da analise de
agrupamento foi possivel observar a formacao de trés grupos distintos (Figura
3).

Matriz de Dissimilaridade
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Figura 3 — Dendrograma de dissimilaridade obtido pelo método UPGMA e
coeficiente de Jaccard de cinco acessos de pornuncas do Banco Ativo de
Germoplasma e da Colecdo de Trabalho de Espécies Silvestres do Género
Manihot da Embrapa Semiarido. Correlagao cofenética (r = 0,95).

Segundo Nassar (2000) espécies silvestres de Manihot deram origem a

mandioca, constituindo um valioso reservatorio genético, com genes que
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mostram novos caracteres. Sendo as pornuncas e as manicobas espécies
silvestres, é interessante o estudo destes dois gendétipos. No presente trabalho,
0S genotipos em questdo apresentam alto percentual de polimorfismo em
diferentes acessos do género Manihot, diferentemente deste resultado Costa,
Cardoso e Ohaze (2003) obtiveram um percentual bem mais baixo, de 34,60%
de polimorfismo. Também possuem grande diversidade genética intra e
interespecifica.

A maior divergéncia genética entre os acessos de manicobas foi entre
M1 e M2 (1,0), e a divergéncia mais baixa foi entre os acessos M1 e M3 (0,45),
com valor médio de 0,73. Foi possivel observar a formacdo de quatro grupos

distintos (Figura 4).
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Figura 4 — Dendrograma de dissimilaridade obtido pelo método UPGMA e
coeficiente de Jaccard de cinco acessos de manicobas do Banco Ativo de
Germoplasma e da Colecdo de Trabalho de Espécies Silvestres do Género
Manihot da Embrapa Semiéarido. Correlagao cofenética (r = 1,0).



41

Diferentemente das mandiocas e pornuncgas, na separagao dos materiais
de manigcobas, encontramos trés espécies distintas: M. pseudoglaziovii
(acessos M1, M2 e M3), mais comum e com distribuicdo mais abrangente, M.
carthagenensis subsp. glaziovii (acesso M4) e M. compositifolia (acesso M5).
Na matriz de dissimilaridade, apesar da formacédo de quatro grupos, mostra
uma separagao muito intensa entre os acessos M1 e M2 de M. pseudoglaziovii,
guando comparada com a distancia para as outras espécies. Uma possivel
razao para essa divergéncia é a origem do acesso M2, a qual foi coletada no
estado do Ceara, enquanto os acessos M1 e M3 da mesma espécie foram
oriundos do estado de Pernambuco. Vidal et al. 2015 afirmam que a eficiencia
dos marcadores ISSR é clara e revela a diversidade genética de Manihot, tanto
entre genotipos da mesma espécie como entre espécies do mesmo género.

Os resultados obtidos com a caracterizacdo molecular poderdo ser
utiizados em programas de melhoramento genético visando subsidiar o
desenvolvimento de novas variedades. Nesse caso, 0os marcadores obtidos
poderdo ser Uteis em hibridagdes interespecificas que visem a transferéncia de
caracteristicas fenotipicas e de adaptacbes como as encontradas nos

gendtipos estudados.

Conclusoes

Os marcadores ISSR de microssatélites foram eficientes para avaliacao
da variabilidade genética dentro de genotipos de Manihot, devido ao elevado
ndamero de polimorfismo encontrado, sugerindo que as populacdes em estudo
tém ampla base genética, que podera auxiliar na implementacdo de estratégias
mais eficientes a serem utilizadas no programa de melhoramento genético das

espécies.
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CAPITULO 3

5. Coloracdo diferencial CMA/DAPI de cromossomos mitéticos e
viabilidade polinica em acessos de Manihot

Resumo

O género Manihot possui aproximadamente 100 espécies, com grande
diversidade, sendo a maioria encontrada no Brasil. O presente trabalho tem
como objetivo caracterizar o padrdao de heterocromatina e analisar a viabilidade
de gréos de pélen em oito gendtipos de Manihot. Para isso, foram analisados
nove acessos de Manihot entre mandiocas, manigcobas e pornuncgas, por meio
da coloracdo CMA/DAPI, e a viabilidade polinica utilizando a coloragdo com
carmim acético. Foi observado 2n=36 cromossomos para todos 0s acessos. A
coloracdo com fluorocromos CMA/DAPI revelou regifes heterocromaticas
CMA", cujo nimero de blocos variou de seis a oito nos acessos de mandioca e
de manicoba, e de seis a doze nas pornuncas. A viabilidade polinica foi
realizada em quatro acessos de manicoba e quatro acessos de pornunca.
Todos os acessos apresentaram viabilidade polinica acima de 80%. O diametro
médio dos grdos de podlen viaveis apresentou valores acima de 100 ym. Os
acessos de manicoba e de pornunca apresentam viabilidade polinica alta,
podendo ser recomendas como gendtipos doadores de pélen em trabalhos de
pesquisa com melhoramento genético. Entretanto, enquanto o didmetro dos
grdos de pdlen da manicoba ndo apresentou variacdo significativa, os de
pornunga sdo bastante variaveis, sendo um indicativo de possiveis
anormalidades meidticas devidas a hibridacdes anteriores.

Palavras-chave: Citogenética. Mandioca. Manigoba. Pornunca.

Abstract

The genus Manihot has about 100 species, with higher diversity, mostly found
in Brazil. This study aims to characterize the pattern of heterochromatin and
analyze the viability of pollen grains in eight genotypes of Manihot. For this
intent, nine Manihot accessions among cassava, manicobas and pornuncgas
were analyzed by CMA/DAPI staining, as well as the pollen viability staining
using acetic carmine. It was observed 2n = 36 chromosomes for all access.
Staining with fluorochromes CMA / DAPI revealed heterochromatic regions
CMA+, where the number of blocks ranged from six to eight in cassava and
manicoba accessions, and from six to twelve in pornuncgas. Pollen viability was
performed in four accessions of manicoba and four pornunca. All accessions
showed pollen viability above 80%. The mean diameter of viable pollen grains
showed values above 100 micrometers. The manigoba and pornuncga accesses
have high pollen viability, and and can be recommended as pollen donor
genotypes in research work on genetic breeding programs. However, as the
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diameter of pollen grains of manicoba did not change significantly, the pornunca
are quite variable, being indicative of possible meiotic abnormalities due to
previous hybridizations.

Key-words: Cytogenetics. Cassava. Manicoba. Pornunca.

Introducéo

Na familia Euphorbiaceae, o género Manihot se destaca pela
complexidade taxénomica, possuindo em torno de 100 espécies com
distribuicdo desde a regido do Texas no EUA até a Argentina. No Brasil, em
especial, h4 uma regido considerada como centro de diversidade do taxon
dessas espécies, principalmente na regidao do Planalto Central (ORLANDINI e
LIMA, 2014).

Citogeneticamente, o género Manihot apresenta pouca variacdo
cromossdmica numérica (CARVALHO e GUERRA, 2002; CARVALHO;
GUERRA; CARVALHO, 1999). Carvalho e Guerra (2002), por exemplo,
estudando 47 acessos do género Manihot, observaram 2n=36 cromossomos
em todos 0s acessos investigados, inclusive apresentando cariotipos similares.
Alguns estudos envolvendo coloracdo diferencial da cromatina, revelaram seis
a oito bandas CMA+, seis sitios de DNAr 45S e dois sitios de DNAr 5S
(CARVALHO E GUERRA, 2002). De uma maneira geral, 0S cromossomos em
Manihot apresentam condensacdo prometafasica proximal, observando-se
cromatina com condensacao tardia nas regides mais distais. Em muitas dessas
regibes sao observados alguns blocos de heterocromatina associados as
regides de condensacéo tardia.

Espécies de Manihot possuem também um fraco isolamento reprodutivo,
permitindo a hibridacdo interespecifica natural, como possivelmente ocorreu
com a pornunca (JENNINGS, 1963; NASSAR et al., 1995). Alguns hibridos sé&o
férteis e possuem caracteristicas importantes como baixo teor de &cido
cianidrico e resisténcia a pragas, doencas e a seca, podendo ser utilizados
para transferéncia de genes para espécies em cultivo (JENNINGS 1976).

Apesar da facilidade para hibridacdo interespecifica, h& pouca
informacgdo sobre a viabilidade dos grédos de pdélen de espécies silvestres de
Manihot. Estudos sobre a viabilidade polinica sdo necessarios e importantes
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para programas de melhoramento genético, pois podem subsidiar e direcionar
futuros cruzamentos entre as espécies do género, tanto as cultivadas como as
silvestres e os possiveis hibridos naturais ja existentes (VIEIRA et al. 2012).
Nesse caso, ha uma série de métodos colorimétricos para estimar a viabilidade
dos grados de polen, dentre eles a coloragdo com 2,3,5-cloreto de
trifeniltetrazolio (TTC), Alexander, carmim acético, lugol, Sudan IV, entre outros
(MUNHOZ et al., 2008).

No presente trabalho foram realizadas analises com coloracéo
fluorescente diferencial em cromossomos mitoticos de M. esculenta, M.
Pseudoglaziovii, Manihot compositifolia Allem e Manihot spp., com o objetivo de
caracterizar o padrdo de heterocromatina das espécies. Também foram
realizadas analises da viabilidade de graos de pdlen em oito gendtipos, sendo

guatro de M. pseudoglaziovii e quatro de Manihot spp.

Material e métodos

Local de conducdo e Material vegetal

As analises foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Embrapa Semiarido, Petrolina-PE. Foram utilizados acessos de pornunca
(Manihot spp.), mandioca (Manihot esculenta Cranz), manicoba (M.
pseudoglaziovii Muell. Arg.), e da espécie silvestre Manihot compositifolia Allem
oriundos do Banco Ativo de Germoplasma de Mandioca e da Colecdo de
Trabalho de Espécies Silvestres do Género Manihot da Embrapa Semiérido.
Foram utilizados trés acessos de cada espécie em estudo, com exce¢do da
espécie M. compositifolia Allem, onde s foi analisado um acesso (Tabela 1).
Para as andlises de viabilidade polinica, s6 foi possivel obter gréos de pdlen de
guatro acessos de manicoba e quatro de pornunca.

As plantas enraizadas em substrato (vermiculitatsolo+areia, 1:1:1) foram
mantidas em vasos de cultivo no viveiro de mudas da Embrapa Semiarido,
visando obter raizes para analise citogenética. Os botdes florais para a analise

de viabilidade polinica foram coletados em plantas estabelecidas em campo.
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Tabela 1 - Identificacdo, nome comum e cientifico, origem, utilizacdo, e codigo
de nove acessos de Manihot utilizados para estudo citogenético e de

viabilidade polinica.

Simbolos Acesso Nome comum e/ou home Origem Utilizagao Procedéncia
cientifico

MB1 MB1 Mandioca (M. esculenta Petrolina - PE Brava/farin CESGM
Crantz) ha

MP2 BAG 435 Macaxeira do Para (M. Cratels - CE Mansa/in BAGES
esculenta Crantz) natura

MV5 BAG 438 Mandioca Vermelhinha (M. Cratels - CE Brava/farin  BAGES
esculenta Crantz) ha

P1 P1 Pornunga (Manihot spp.) Petrolina - PE Forragem CESGM

P2 P3 Pornunga (Manihot spp.) Petrolina - PE Forragem CESGM

P4 P4 Pornunga (Manihot spp.) Petrolina - PE Forragem CESGM

M1 Caatinga -  Manigoba (M. pseudoglaziovii  Petrolina - PE Forragem CESGM

PE Muell. Arg.)

M3 BGMS115 Manicoba (M. pseudoglaziovii Petrolina PE Forragem BAGES
Muell. Arg.)

M5 BGMS22 Manihot compositifolia Allem Cruz das Almas - BA  Forragem BAGES

*BAGES = Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiarido; CESGM = Colecéo de
Espécies Silvestres do Género Manihot.

Andlises citogenéticas

Pontas de raizes foram coletadas preferencialmente pela manha e pré-
tratadas com 8-hidroxiquinoleina 0,002 M por 20-24 horas a aproximadamente
6-8°C na geladeira, e posteriormente fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: acido
acético glacial, v/v), sempre preparado imediatamente antes do uso, agitando
algumas vezes. ApOs a fixacdo, as raizes foram mantidas por 2-24 horas a
temperatura ambiente, em seguida, estocadas no freezer em -20 °C para
utiizacdo nas analises conforme Guerra e Souza (2002) com pequenas
modificacdes.

As raizes foram digeridas em solucdo enzimatica (2% celulase - 20%
pectinase) por 5h a 37 °C em estufa, esmagadas em uma gota de &cido acético
45% e cobertas por uma laminula 18x18 mm, sendo retirada apdés
congelamento em nitrogénio liquido. Quando necessario, as laminas foram
congeladas no freezer a — 20 °C para posterior utilizag&o.

Para selecao das melhores laminas, foi feita uma coloracdo com DAPI-
glicerol (1 pg mL™) e anélise em microscépio de epifluorescéncia Leica DMLB.

Posteriormente as laminas selecionadas foram descoradas em Carnoy 3:1
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(etanol: &cido acético glacial, v/v) durante 30 minutos, sendo em seguida
desidratadas em &lcool 70% e alcool 92% durante um minuto cada. As laminas
foram secas ao ar e envelhecidas por trés dias, e quando necessario, antes do
envelhecimento foram armazenadas no freezer.

Posteriormente as laminas foram coradas com CMA (cromomicina 0,5
mg mL™) por 1 h, contra coradas com DAPI (2 pg mL™) por 30 min, montadas
em meio de montagem Macllvaine e guardadas por mais trés dias no escuro a
temperatura ambiente (GUERRA e SOUZA, 2002). As melhores células foram
capturadas em microscopio de epifluorescéncia Leica DMLB, utilizando uma
camera digital FX350 por meio do Software Leica QFISH.

Para a identificagdo do numero de cromossomos e bandeamento, 3-10
metafases foram examinadas por individuo, sendo usados trés individuos por

genotipo, utilizando as melhores células para a contagem.

Viabilidade polinica

Para o estudo da viabilidade polinica dos acessos de pornunca e
manicoba, flores masculinas em maximo grau de maturacdo e pré-antese
foram coletadas e fixadas em Carnoy 3:1 por 5 a 24 horas a temperatura
ambiente, sendo estocados -20 °C até sua utilizacdo. As anteras das flores
foram retiradas, obtendo-se os graos de polen, os quais foram corados com
carmim acético a 2% (GUERRA e SOUZA, 2002) visando sua coloracdo e
visualizagdo com auxilio de uma camera digital DinoEye.

As imagens de pelo menos 500 grdos de pdlen por gendtipo foram
capturadas e analisadas pelo software Dinocapture 2.0. O gréo de polen que se
apresentou de forma circular, grande e corado homogeneamente, num tom
vermelho intenso, foi considerado viavel. Os grdos de pélen com coloracédo e
morfologia diferentes foram considerados inviaveis. Além da contagem dos
graos de pdlen e do céalculo da porcentagem de viabilidade, foram feitas as

medicOes dos seus diametros vertical e horizontal.

Resultados e Discussao
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Andlise de células mitéticas

Para todos os acessos analisados de Manihot foram encontrados 2n=36
cromossomos. Este numero confirma varios relatos descritos anteriormente em
outros trabalhos realizados com o género (MAGOON; KRISHNAN; VIJAYA
BAI, 1969; NASSAR, 1977; CARVALHO e GUERRA, 2002). Cruz (1968), por
exemplo, encontrou 2n=36 em 15 acessos de mandioca provenientes de varias
regides do Brasil. Nassar, Hashimoto e Ribeiro (2010), estudando um hibrido
interespecifico diploide, relataram o mesmo resultado (2n=36), demonstrando a
pouca variabilidade numérica mesmo em hibridos do género.

Diferentemente dos resultados anteriores existem alguns relatos que
mostram nuameros diferentes de cromossomos. Em Manihot esculenta
‘Manipeba’, foram observados 2n=54, sendo esse gendétipo considerado um
tripldide espontdneo (CARVALHO; GUERRA; CARVALHO, 1999). Além deste
trabalho, foi relatado outros dois polipléides naturais de mandioca, onde
também se encontrou 2n=54, atribuindo-se sua origem também a uma triploidia
espontanea (SARDOS et al., 2009).

Para a maioria dos acessos, a dupla coloragcdo com os fluorocromos
CMA e DAPI permitiu visualizar seis a oito blocos de CMA" na regido terminal
dos cromossomos, principalmente para a mandioca e para a manicoba,
possivelmente relacionados a regido organizadora dos satélites. Na pornunca
foi encontrado de seis a doze bandas de CMA" (Figura 1).

Os pequenos blocos mais brilhantes com coloracdo CMA confirmam a
existéncia de uma pequena porcao de cromatina com coloragéo diferencial rica
em pares de base GC (Figura 1). A constancia no padrdo de condensacgao e no
namero de cromossomos sugere que todos os acessos de Manihot,
compartilham um cariétipo comum e estavel. Entretanto, o numero de blocos
CMA" sugere uma maior divergéncia entre as pornuncas do que mandiocas e
manicobas.

Carvalho e Guerra (2002) avaliando diferentes acessos de Manihot,
utilizando fluorocromos CMA/DAPI, encontraram C€romossomos com 0ito
bandas CMA", sendo quatro destas coincidindo com os satélites. Vasconcelos
et al. (2010) avaliando genoétipos de mamona utilizando a coloragdo CMA/DAPI

também obtiveram bandas positivas ricas em GC (CMA).



50

A utilizacdo do bandeamento cromossdmico atraveés dos fluorocromos
CMA e DAPI tem se mostrado muito informativo, gerando informagdes quanto a
variabilidade e heterozigosidade durante a avaliacdo e caracterizacdo da
origem de hibridos (GUERRA 1993; CARVALHO et al., 2005).

Figura 1. Coloracdo DAPI (A, C e F), CMA (B, D e G) e dupla coloracdo
CMA/DAPI (C, E e H) em metafases mitéticas com 2n=36 em acessos de
Manihot. A-C mandioca (acesso MB1), D-E manicoba (acesso M1), F-H
pornunca (acesso P4). Setas indicam regides de cromatina mais brilhantes com
coloracdo CMA.

Viabilidade polinica

As Tabelas 2 e 3 apresentam 0s resultados obtidos para a estimativa de
viabilidade dos grdos de pdlen e seus respectivos didametros médios nos
acessos de manigobas e pornungas.

Os acessos de mani¢oba apresentaram um alto potencial de viabilidade
polinica, com valores médios acima de 98%, destacando-se os acessos 3 e 4
com 100% de viabilidade (Tabela 2). Vieira et al. (2012) avaliando a viabilidade
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polinica de espécies do género Manihot com carmim acético, encontraram
valores semelhantes, com porcentagens de viabilidade variando de 75% a
98%. Vale salientar que de acordo com Hister e Tedesco (2016), viabilidade
polinica com valores inferiores a 70% é considerada baixa, podendo trazer
problemas de infertilidade.

Para a pornunca foram obtidos valores de viabilidade variando de 83% a
94%, mostrando que esse genotipo pode ser utilizado em hibridagdes para o

melhoramento genético interespecifico (Tabela 3).

Tabela 2. Percentual de viabilidade polinica e diametro médio de grédos de
pélen de diferentes acessos de manicoba (Manihot pseudoglaziovii Muell. Arg.)
cultivados no Vale do S&ao Francisco.

Acessos Graos de Gréos de Graos de Graos de Graos de Graos de
poélen poélen polen viaveis  pdlen viaveis poélen pélen
viaveis  inviaveis Diametro Diametro inviaveis inviaveis
(%) (%) Vertical Horizontal Diametro Diametro
(Diametro + (Dia metro + Vertical Horizontal
DP um) DP um) (Mm) (Wm)
M1 99,0 1,0 130,07 + 131,25+ 4,30 84,26 85,62
3,86
M2 98,0 2,0 124,28 + 125,85+ 3,31 88,33 89,01
3,21 9,51 6,11
M3 100,0 0,0 128,33 + 129,58+243 0,0+0,0 0,0+0,0
2,81
M4 100,0 0,0 123,74 + 12450+556 0,0+0,0 0,0+0,0
572

Tabela 3. Percentual de viabilidade polinica e diametro médio de grédos de
pbélen de acessos de pornunca (Manihot spp.) cultivados no Vale do S&o
Francisco.

Acessos Grdos de Graos de Gréos de Gréos de Gréos de Gréos de
poélen poélen polen viaveis  polen viaveis polen poélen
viaveis inviaveis Diametro Diametro inviaveis inviaveis
(%) (%) Vertical Horizontal Diametro Diametro
(Didmetro +  (Diédmetro + Vertical Horizontal
DP pm) DP pm) (um) (Hm)
P1 88,0 13,0 107,53 + 107,74 36,17 + 35,75
14,55 14,94 8,15 8,13
P2 94,0 6,0 112,91 + 113,77 + 43,04 + 43,71 +
17,05 16,69 7,79 8,79
P3 83,0 17,0 110,96 + 112,08 + 40,53 + 41,73 +

18,26 18,46 6,46 6,77
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P4 83,0 17,0 116,06 + 118,05 + 38,45 + 39,25 %
19,54 18,85 7,71 7,56

Com relacdo ao diametro dos grdos de pdélen e considerando-se o
desvio padrédo, observa-se que ndo houve diferenca de tamanho entre os
acessos de manigoba, cujos valores das médias variaram de 123,74 ym a
130,07 um no diametro vertical e 124,50 ym a 131,25 ym para as médias do
diametro horizontal, para os graos de poélen viaveis, e de 84,25 ym a 88,33 um
(vertical) e 85,62 um a 89,01 um (horizontal) no caso dos inviaveis (Tabela 2).

Pode-se observar que os grdos de pdélen dessa espécie apresentaram
um formato ligeiramente ovalado e sendo bastante homogéneos, com o
diametro horizontal apresentando valores maiores em relacéo ao vertical, como
pode ser observado na Figura 2. Esses tamanhos de graos de pélen estao de
acordo com alguns relatos, como, por exemplo o estudo de Vieira et al. (2012),

onde todos os acessos de Manihot apresentaram grdos de polen com com

diametros maiores que 100 pym.
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Figura 2. Graos de podlen corados com carmim acético de quatro acessos de
manigoba cultivadas no Vale do S&o Francisco. Colora¢c&o mais intensa e maior
didametro indicam grdos de polen viaveis, enquanto que coloracdo clara e
menor diametro estdo relacionados a graos de pélen inviaveis. Valores das
medi¢cdes estdo em micréometros.

O tamanho dos graos de podlen e a capacidade de producdo séo
caracteristicas importantes, podendo ser fatores que influenciam no
comportamento reprodutivo de diferentes espécies, afetando diretamente o
fluxo génico. Essas informacgfes sdo importantes quando aplicados tanto para
selecdo de plantas-mée para hibridacdes interespecificas, como também no
estudo taxonémico, permitindo a avaliagdo sobre os potenciais de cruzamento
entre as espécies (WILLIAMS e ROUSE, 1990; VIEIRA et al., 2012).

Considerando o diametro médio e desvio padréo dos gréos de polen das
pornuncas, pode-se observar uma maior variagcdo nos tamanhos. Apesar de
todos os acessos apresentarem valores do diametro médio acima de 100 um
para os grdos de pdlen viaveis, com valores para diametro vertical de 107,53
pm a 116,06 ym e para horizontal de 107,74 ym a 118,05 ym, o desvio padrao
apresentou valores mais elevados, variando de 14,55 ym a 19,54 ym na

vertical, e de 14,94 ym a 18,85 um na horizontal.

Acesso 4
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Figura 3. Graos de poélen corados com carmim acético de quatro acessos de
pornunca cultivadas no Vale do Sdo Francisco. Coloracdo mais intensa e maior
didmetro indicam grdos de polen viaveis, enquanto que coloragdo clara e
menor diametro estdo relacionados a grédos de podlen inviaveis. Valores das
medi¢des estdao em micrometros.

Os graos de pdlen inviaveis de pornunca obtiveram valores do diametro
médio muito menores que os da manigoba, variando de 36,17 ym a 43,04 ym
(vertical) e 35,75 ym a 43,71 ym (horizontal). Diferencas de tamanhos tanto
para gréos de poélen viaveis como para inviaveis podem ser observadas na
Figura 3, demonstrando a grande desuniformidade de tamanhos dos gréos de
pbélen em todos os acessos de pornunca. Essa variagdo de tamanhos de graos
de polen pode estar relacionada ao menor percentual de viabilidade polinica
obtido para esse gendtipo, sendo ainda um indicativo de possiveis
anormalidades meidticas resultantes de um processo de hibridacéo
interespecifica. Neste caso € necessaria a analise meidtica para confirmagéao.

Por fim, a contribuicdo dos gametas masculino e feminino resulta na
manifestacdo do genoétipo de um individuo. Nesse caso, quanto maior for a
viabilidade polinica, maior sera a possibilidade da formacdo de diferentes
combinagbes entre os alelos, e, consequentemente, em formagdo de maior
variabilidade genética. Contudo, isso se aplica apenas para espécies
albgamas, onde cada gameta carrega consigo a informacdo genética
consequente da heterozigose, possibilitando assim, diferentes combinacdes
entre os alelos. Neste intuito o conhecimento da viabilidade polinica € um fator
de extrema importancia para o melhoramento de plantas, em especial da
mandioca, no que diz respeito a utilizacdo de acessos silvestres como

possiveis fontes de variabilidade.

Conclusodes

Todos os acessos de Manihot analisados apresentam 2n=36. A
coloracéo diferencial CMA/DAPI revela a presenca de seis a 0ito Cromossomos

com porcdo subterminal distendida, possivelmente relacionada a regido
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organizadora dos satélites para a mandioca e manicoba, e de seis a doze para
a pornunca.

Os acessos de manicoba e de pornunca tiveram viabilidade polinica alta,
podendo ser recomendas como genotipos doadores de polen em trabalhos de
pesquisa com melhoramento genético. Entretanto, enquanto o diametro dos
gréos de pdlen da manigoba ndo teve variacdo, os de pornunga sdo bastante
variaveis, sendo um indicativo de possiveis anormalidades meiéticas devidas a

hibridacBes interespecanteriores.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A caracterizacdo citogenética e molecular € essencial para o armazenamento
de informacdes genéticas importantes para o melhoramento. A utilizacdo de
marcadores moleculares ISSR é bastante eficiente, apresentando alto grau de
polimorfismo. Através da caracterizacdo citogenética foi possivel observar o
namero de cromossomos de alguns acessos do género Manihot. Foi analisada
também a viabilidade polinica, constatando-se uma grande variacdo de
tamanho e nimero de grdos de podlen inviaveis para a pornunca. No entanto,
ainda sao necessarios outros estudos mais aprofundados sobre espécies de
Manihot, principalmente as silvestres que armazenam uma riqueza de dados a

serem explorados.



