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IDENTIFICACAO DE HIBRIDOS NATURAIS DO GENERO MANIHOT A
PARTIR DE TECNICAS DE ANATOMIA FOLIAR, BIOLOGIA MOLECULAR E
CITOGENETICA

Autora: Ariana Silva Santos
Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto da Silva Ledo
Co-Orientadores: Prof. Dr. Marcio Lacerda Lopes Martins

Prof. Dr. Reginaldo de Carvalho

Resumo: Os objetivos deste trabalho foram caracterizar e identificar possiveis
hibridos naturais do género Manihot junto aos seus progenitores M. reflexifolia
e M. reniformis, a partir de técnicas da biologia molecular, citogenética e
anatomia vegetal. Todos os materiais vegetais utilizados foram coletados no
ambiente natural desses individuos, localizado no Parque Municipal Natural de
Mucugé (PMNM), Projeto Sempre Viva, localizado na cidade de Mucugé,
Bahia. Cortes histoldgicos das folhas foram feitos nos supostos hibridos e nos
seus progenitores, a fim de caracterizar e detectar as estruturas anatomicas,
subsidiando na identificagdo dos hibridos. Extracdo e amplificacdo do DNA de
50 individuos foram realizadas, sendo 21 individuos de M. reflexifolia; 14 de M.
reniformis e 15 dos supostos hibridos. Foram utilizados 23 iniciadores
microssatélites nas reacfes via PCR. Raizes adventicias foram coletadas para
a realizacdo da GISH, botdes florais para o teste de viabilidade polinica dos
supostos hibridos e dos parentais. A anatomia foliar mostrou-se uma excelente
ferramenta para caracterizar M. reflexifolia, M. reniformis e os hibridos e
identificar os dois primeiros taxons silvestres como parentais dos hibridos (M.
reflexifolia X M. reniformis) a partir dos caracteres anatbmicos. O uso de
técnicas da biologia molecular e da citogenética foram eficientes na
identificacdo dos hibridos, contribuindo, sobretudo, para estudos posteriores
sobre o género Manihot, podendo identificar novas potencialidades dos
hibridos e dos seus progenitores.

Palavras—chave: cortes histolégicos, GISH; hibridacdo natural; marcadores

microssatélites.



IDENTIFICATION OF NATURAL HYBRIDS OF THE Manihot GENUS USING
LEAF ANATOMY, MOLECULAR BIOLOGY AND CITOGENETICS

Author: Ariana Silva Santos

Advisor: Prof. Dr. Carlos Alberto da Silva Ledo

Co-advisors: Prof. Dr. Méarcio Lacerda Lopes Martins
Prof. Dr. Reginaldo de Carvalho

Abstract: The objective of the present work was to characterize and identify
possible natural hybrids from the Manihot genus and its progenitors, M.
reflexifolia and M. reniformis, using molecular biology and citogenetic
techniques as well as plant anatomy. All plant material was collected in the
natural environment of the genotypes, at the Parque Municipal Natural de
Mucugé (PMNM), Projeto Sempre Viva, located in the city of Mucugé, Bahia.
Histological cuttings of the leaves were carried out for the possible hybrids and
parents in order to characterize and detect anatomical structures to aid in the
identification of the hybrids. DNA extraction and amplification of 50 genotypes
was carried out for 21 M. reflexifolia; 14 M. reniformis and 15 possible hybrids.
23 microsatellite primers were used in PCR. Adventitious roots were collected
for GISH and flower buds for pollen grain viability test of the possible hybrids
and parents. Leaf anatomy was an excellent tool to characterize M. reflexifolia,
M. reniformis and the hybrids and also to identify the first two wild taxons as
progenitors of the hybrids (M. reflexifolia X M. reniformis) using the anatomical
characteristics. Molecular biology and citogenetic techniques were efficient in
the identification of the hybrids, contributing to future studies regarding the
Manihot genus, being able to identify new potential of the hybrids and their

progenitors.

Key-words: histological cuttings, GISH; natural hybridization, microsatellite

markers.



INTRODUCAO

Centro de origem e diversidade

O género Manihot distribui-se na Regido Neotropical em dois grupos
geograficamente isolados, na América Central e na América do Sul (ROGERS
& APPAN 1973). Renvoize (1972) a partir de seus estudos, sugeriram a regiao
brasileiro—paraguaia como centro de origem do género Manihot, por existir
nessa regido diversas espécies silvestres, estando a maior concentracdo no
Centro - Oeste brasileiro. Essa proposta foi sustentada por muito tempo,
baseando-se na teoria de Vavilov, que sugere que o centro de origem de uma
espécie é o local onde esta o seu maior indice de diversificacao.

Tempos depois, com estudos mais aprofundados, essa proposta foi
embatida quando Harlan (1951 apud Crepaldi 1992) afirmou que o centro de
origem de uma espécie pode ocorrer longe do seu centro de diversidade,
validando suas condicbes de dispersdo e formando assim, diversos
microcentros.

Com os estudos mais avancados de Rogers & Appan (1973), foi
identificado que as espécies do género Manihot, tendem a ser endémicas, ou
restritas a pequenas areas. Nassar (1978; 2002) identificou quatro centros de
diversidade para estas espécies: 1)México, 2)Centro-Oeste do Brasil,
3)Nordeste do Brasil, 4)Sul do Mato Grosso do Sul do Brasil e Bolivia. Nassar
(1982) atribuiu a formacdo desses microcentros a ocorréncia de hibridacéo
frequente entre as espécies e a topografia diversificada dos seus habitats, que
tendem a isolar conjuntos de genes pequenos, levando a especiacagao.

Segundo Rogers & Appan (1973), das 98 espécies do género Manihot
identificadas, cerca de 80% ocorrem no Brasil. Martins (2013) afirma que, com
a intensificacdo dos estudos taxonémicos e filogenéticos, os dados sobre o
namero de espécies de Manihot e sua distribuicdo, vém sendo constantemente

atualizados.
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Classificacao do género — Taxonomia

A familia Euphorbiaceae € uma das mais diversificadas e complexas das
Angiospermas, sendo a maior da ordem Malpighiales, compreendendo 246
géneros e aproximadamente 6.300 espécies (ORLANDINI et al. 2013). Entre as
Euphorbiaceae, o género Manihot € reconhecido por apresentar habito
variando do subarbustivo a arbéreo, ou até mesmo lianescente, com latex
sempre presente, todavia, produzido em diferentes quantidades (RODRIGUES
2007). A presenca do acido cianidrico € uma caracteristica do género.

As folhas sdo normalmente lobadas, com tonalidades purpureas, com
lobos variando em numero e profundidade, ou raramente compostas. As
estipulas estdo presentes e podem ser, caducas ou persistentes na planta
madura. As inflorescéncias sao do tipo racemosas ou paniculadas com duas
flores pistiladas basais, acompanhadas por bracteas e/ou bractéolas (ROGERS
& APPAN 1973; ORLANDINI et al. 2013 ). Segundo Allem (1984), a forma das
bracteas e bractéolas e o padrdo de inflorescéncia, apresentam diferencas
Uteis para a distin¢do de espécies do género.

Rogers & Appan (1973) consideraram a forma do botdo floral
estaminado como um carater importante para a diferenciacdo de espécies no
grupo. As flores pistiladas apresentam cinco sépalas que podem ser livres ou
completamente unidas. Os frutos sdo do tipo encapsulados, apresentando
deiscéncia. As sementes apresentam na regido da micropila, carincula pouco,
ou muito desenvolvida, e endosperma abundante.

Segundo Duputié et al. (2011) a variagdo morfolégica em Manihot
conduziu a taxonomia do género a caracteristicas que ndo sdo tado palpaveis
para total diferenciacdo das espécies, necessitado estudos mais avancados,
como uso de marcadores moleculares, estudos filogenéticos, citogenéticos e
anatdmicos, para uma definicdo taxondbmica mais completa.

Rodrigues (2007), afirma que a primeira citagdo de Manihot foi feita por
Bauhin em 1651, citando Manihot theveti.

A primeira monografia sobre o género Manihot foi publicada por Ponhl

(1827), listando 48 espécies baseando-se na diferenca de acido cianidrico. Pax
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(1910) publicou um trabalho sobre Manihot e elaborou chaves de identificacao
para todos os taxons.

Diversos autores como Mueller (1866), Ule (1914), Croizat (1942) e Cruz
(1965) contribuiram para a taxonomia do género. Na ultima revisdo do género,
Rogers & Appan (1973) identificaram 98 espécies dividindo-as em 19 secfes
distribuidas por toda Regido Neotropical. Allem (1993), com estudos do gréo de
pélen, também contribuiu para a taxonomia do género. Mais recentemente,
Martins et al. (2014) identificaram novas espécies de Manihot com ocorréncia

no Nordeste do Brasil.

Hibridag&o no género Manihot

Segundo Nassar (2000) o género Manihot possui fracas barreiras de
isolamento reprodutivo entre as espécies, facilitando assim a ocorréncia de
hibridacéo interespecifica, podendo ser ela natural ou artificial. Essas fracas
barreiras estéo relacionadas com o comportamento meiético das espécies.

As espécies de Manihot s@o consideradas alotetrapléides com 2n = 36 e
um namero basico x = 9 (CARVALHO & GUERRA 2002). Sendo assim,
acredita-se que essas espécies tenham sido diploidizadas ao longo do
processo evolutivo apresentando atualmente, o comportamento tipico de um
diploide, resultando no isolamento reprodutivo fraco, permitindo a hibridacéo
interespecifica. Nassar et al. (2002) também atribui o isolamento reprodutivo,
consequentemente a hibridacdo e a formacdo dos microcentros dentro do
género, formando conjuntos de novos genes, levando a especiacéo. Pools de
genes heterozigotos sao assim criados, seguidos de diferenciacdo, iniciando
um ciclo de hibridacédo, seguido de especiacao (NASSAR et al. 2002).

A hibridagdo tem exercido uma importante funcionalidade no
desenvolvimento de variabilidade no género Manihot (ROGERS & APPAN,
1973). Rodrigues (2007), afirma que um grande nimero das espécies silvestres
do género Manihot podem ter sido desenvolvidas a partir de cruzamentos
interespecificos.

Hibridacdo natural ocorre entre as espécies de Manihot selvagem e
entre estas espécies e a mandioca (NASSAR, 1979; 1984). Na regido do
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Semiarido brasileiro, na Caatinga, existe alguns hibridos naturais, devido a
adjecdo do periodo de floracdo das espécies dessa regido (NEVES et al.
2010), entretanto, n&o existe ainda, nenhum conhecimento sobre os parentais.
Nassar (1984) identificou os primeiros hibridos naturais entre Manihot reptans e
Manihot alutacea. Existem também relatos de hibridos naturais entre Manihot
caerulescens Pohl e Manitot tripartita (NASSAR et al. 2008), entre Manihot
hilariana e Manihot salicifolia (BRONDANI 1996); beneficiados pelos habitats
naturais simpatricos.

Parte desses hibridos naturais sdo considerados férteis (CARVALHO &
GUERRA 2002), podendo ser ultilizados para trabalhos de melhoramento
vegetal, com possibilidade de transferéncia de genes de interesse para as
espécies cultivadas e também fazer uso desses recursos genéticos para a
conservacao das espécies do género Manihot. Apesar da hibridacao resultar na
transferéncia de caracteristicas entre espécies, os hibridos formados também
podem ser estéreis ou a populacdo desses hibridos pode ndo apresentar as
combinacBes de interesse desejadas devido a incompatibilidade entre as
plantas (BRIGGS & KNOWLES 1967).

Caracteristicas e analises moleculares do Género Manihot

Nos ultimos anos, houve aumento significativo no uso de metodologias
de genética molecular e citogenética de forma a auxiliar e aumentar eficiéncia
dos programas de melhoramento, na conservacao e nas estratégias de melhor
uso dos recursos genéticos vegetais.

Sendo o género Manihot de origem recente (DUPUTIE et al. 2011),
ferramentas da biologia molecular e citogenética somada as caracteristicas
morfoldgicas, podem facilitar o reconhecimento de taxons, desde que sejam
acompanhadas do conhecimento natural e de sua distribuicdo geogréafica
(MARTINS 2013), para que as incertezas do passado, na taxonomia do género,
nao sejam repetidas.

Comparado com as caracteristicas fenotipicas, marcadores moleculares
possuem a vantagem de ndo serem influenciados pelo ambiente, serem

encontrados em qualquer tecido e possuirem alto grau de polimorfismo
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genético (FALEIRO 2007). Esses marcadores sdo empregados com sucesso
em estudos da origem, evolucéo e domesticacdo (OLSEN et al. 2001); estudos
de diversidade genética e construcdo de mapas genéticos (SOTO et al. 2015);
estudos de parentesco entre espécies silvestres do género Manihot e espécies
cultivadas (CABRAL et al. 2000) e identificagéo de hibridagdo natural (NASSAR
et al. 2008), dentre outros; informacfes importantes para subsidiar diferentes
tipos de pesquisas, desde a coleta, até 0 uso dos recursos genéticos em
programas de melhoramento de varias espécies.

Os marcadores moleculares, em geral, sdo baseados na amplificacao de
fragmentos de DNA por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Um dos
marcadores que sao amplificados via PCR, sdo os Microssatélites (“SSR-
Simple Sequence Repeats”). Este marcador compreende uma classe de DNA
repetitivo composto de pequenas sequéncias de 1 a 4 pares de bases
repetidos em tandem, que se encontram dispersos no genoma
(SCHLOTTERER & PEMBERTON, 1998). Os nucleotideos podem estar
repetidos de 5-20 cépias (FIELD & WILS 1996) sdo marcadores co-
dominantes, hipervariaveis, e possuem alto indice de transferabilidade e
repetibilidade. Os microssatélites apresentam variacdes de comprimento entre
os alelos, estéo distribuidos aleatoriamente no genoma e, embora sejam raros
nas regides codificadoras, se caracterizam pela neutralidade e alto

polimorfismo.

Caracteristicas e analises citogenéticas do Género Manihot

Citogeneticamente, o género Manihot possui um cariétipo 2n = 36 e n =
18 para todas as espécies estudadas até o momento (GUERRA & CARVALHO,
1999; NASSAR et al.1995; UMANA & HARTMANN, 1973), e sédo consideradas
alotetraploides tendo namero basico x = 9. Segundo Carvalho & Guerra (2002),
ao longo da evolugdo do género, € possivel que as espécies tenham sido
diploidizadas, apresentando nos dias atuais, um comportamento cromossémico
tipico de uma espécie diploide.

Na citogenética molecular, a andlise cromossdémica tem sido de grande

importdncia para o entendimento da evolugcdo, genética e estabilidade
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cariotipica dos materiais estudados (BRAMMER et al. 2007). Por muito tempo,
a caracterizagdo cromossdmica foi baseada principalmente em parametros
morfolégicos, como o tamanho dos bracos, posicdo dos centrdmeros e
localizacdo das constricdes secundarias (BRASILEIRO-VIDAL & GUERRA,
2002). Segundo Carvalho et al. (2009), o aprimoramento das analises
carotipicas, tem possibilitado a identificacdo do polimorfismo cromossdémico
numeérico ou estrutural entre os cariotipos e a descricAo da homologia
cariotipica em cultivares ou espécies. Essas analises fornecem informacdes
importantes, como alteragcdes cromossdmicas, taxa de fertilidade, percentual
dos genomas parentais nos hibridos, e também fornecem subsidios aos
trabalhos de cruzamentos, contribuindo na pré-selecdo de linhagens
progenitoras e/ou determinando o percentual de genomas parentais nos
individuos hibridos.

Assim como os marcadores de DNA, os marcadores citogenéticos se
expressam independente das variagbes ambientais ou da ativagcdo génica,
tornando os caracteres avaliados altamente confiaveis (BRAMMER et al. 2007).

Um grande marco da transicdo da citogenética convencional para a
citogenética molecular foi a implementacao da Hibridizacédo in situ Fluorescente
(FISH), descrita por Pardue e Gall (1969). Essa técnica permite analisar os
efeitos gerados pelo comportamento dos cromossomos durante a divisdo
celular e identificar polimorfismos cromossémicos causados por diferencas
entre sequéncias de DNA repetitivo em diferentes espécies e hibridos
(HESLOP-HARRISON & SCHWARZACHER, 2011). Com o uso da hibridizacao
in situ, muitas sequéncias de DNA tém sido visualizadas, desde copias unicas
ou baixo numero de copias, até aquelas altamente repetitivas.

Com o aprimoramento da hibridizagcdo in situ, Schwarzacher et al.
(1989) realizaram algumas modifica¢cées na Hibridizacdo in situ Fluorescente
(FISH), originando uma segunda técnica denominada Hibridizacdo Genbmica in
situ (GISH). Essa técnica utiliza como sonda o DNA gendmico total de uma
espécie, permitindo a marcacao de cromossomos ou de bragos cromossémicos
uniformemente (BRASILEIRO-VIDAL et al. 2005; CHEN et al. 2005).

Com o uso dessa técnica, espécies oriundas de cruzamentos naturais ou

artificiais podem ter sua origem parental identificada a partir de cada
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cromossomo das células hibridas. A GISH foi utilizada pela primeira vez no
estudo da organizacdo gendémica em parentais de um hibrido intergenérico de
triticum x secale (LEITCH et al. 1989; SCHWARZACHER et al. 1989).

Atualmente, tem sido utilizada em plantas com origem alopolipldides ou
provenientes de cruzamentos interespecificos (BRASILEIRO-VIDAL et al. 2005;
CHEN et al. 2005). Guerra (2002) fez uso dessa técnica para analisar o
comportamento da meiose de hibridos polipléides. Brasileiro-Vidal et al. (2005)
ralizou a partir da GISH, estudos de similaridade gendmica, afim de distinguir
os cromossomos dos diferentes parentais em hibridos interespecificos e suas
progénies de retrocruzamentos.

Nesse sentindo, a GISH tem sido extensivamente utilizada com grande
sucesso em diversos géneros de plantas, como por exemplo, ho género
Jatropha (SOUZA, 2014) da familia Euphorbiaceae. Entretanto, no género
Manihot, ainda ndo existem trabalhos utilizando a GISH para nenhuma das

espécies catalogadas.

Caracteristicas e analises anatémicas do Género Manihot

Caracteres anatbmicos tém sido usados na analise taxon6mica e
evolutiva para diversos géneros do mundo vegetal. Esses caracteres dos
orgaos vegetativos fornecem subsidios para complementar as caracteristicas
morfolégicas, sendo usados para solucionar questionamentos taxonémicos.
Informacdes sobre a anatomia dos 6rgdos vegetais ainda sao lacunas dentro
do género Manihot devido a existéncia de caracteristicas que se sobrepdem
entres as diferentes espécies.

Segundo Cunha Neto et al. (2014), anatomicamente, sabe-se que a
superficie adaxial das folhas de Manihot é coberta por camadas de substancias
lipidicas. A maioria dos estdbmatos estéo localizados sobre a superficie abaxial
da epiderme e somente alguns poucos sédo encontrados ao longo da nervura
principal na face adaxial. Os estdbmatos da superficie adaxial apresentam
tamanho maior do que os da superficie abaxial. Ambos s&o morfologicamente
paraciticos, com duas pequenas ceélulas-guarda envolvidas por duas células

subsidiarias.
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Vannucci (1982) foi o precursor com seus trabalhos em analises
anatbmicas em espécies silvestres do género Manihot. De acordo com
Vannucci (1982) Cunha Neto et al. (2014) trabalhos anatémicos com espécies
nativas ainda sdo escassos, sendo que basicamente toda a literatura disponivel
referencia-se a Manihot esculenta crantz.

Estudos mais abrangentes sobre a anatomia de espécies silvestres do
género Manihot, foram realizados por Allem (1984) que analisou a anatomia do
peciolo, o tipo de venacao, a disposi¢cao da cuticula e a morfologia das células
epidérmicas. Nassar et al. (2010), também abordou estudos relacionados com
a estrutura anatdémica de diferentes tipos de cultivares e de espécies silvestres
do género Manihot, conhecidas por possuirem caracteristicas de tolerancia a
seca. Ainda de acordo com Nassar et al. (2011), estudos sobre antomia
radicular de espécies silvestres e cultivares do género Manihot foram
realizados, afim de se adquirir informacfes para a cultura, fornecendo assim
maior suporte para os programas de melhoramento.

Embora a utilidade aparente da anatomia para analise de hibridos ainda
seja subestimada quanto ao seu uso, estudos vém mostrando grandes avancos
em relacdo a esse fato. Esau (1977); Dickison (2000); Balsamo et al. (2003),
Piwczynski et al. (2013) usaram em seus trabalhos as caracteristicas:
presenca de hipoderme, organizacdo do mesofilo, desenvolvimento do
parénquima palicadico e presenca de espacos intercelulares, como caracteres
chaves para identificacao de hibridos quando comparados a seus pais, entre as
espécies vegetais estudadas.

Espécies: Foco do presente estudo

As espécies silvestres do género Manihot representam uma importante
reserva genética. Assim sendo, essa reserva pode ser utilizada em programas
de melhoramento e conservacao da cultura da mandioca (Manihot esculenta
crantz), podendo, por meio de técnicas biotecnoldgicas, transferir e/ou
identificar determinados genes que possam ser Uteis na solugdo dos principais

problemas bidticos e abidticos da cultura.

20



A constante aniquilacio do meio ambiente proveniente do
desmatamento para formacgao de pastagens, implantagdo das monoculturas e
acidentes ambientais, como as queimadas, tem levado essa base genética tdo
preciosa, para uma zona de risco de extingao.

O Brasil possui grande diversidade genética de Manihot, com espécies
distribuidas nos diversos ecossistemas. Dentre elas, endémicas do nordeste
brasileiro, estdo a M. reniformis Pohl e a M. reflexifolia P. Carvalho & M.
Martins sp. nov. Ined.

Manihot reniformis (Figural A — G) é uma espécie endémica da
Chapada Diamantina, Bahia (MARTINS, 2013). Seu primeiro registro foi feito
na Serra de Sincora, 1818 (POHL 1827). E um arbusto ereto, de caule liso,
ramos cilindricos e pouco ramificados e possui latex branco em bastante
guantidade. Suas folhas, a maior caracteristica de diferenciacdo desta espécie,
sdo simples, inteiras, glabras, verdes, com nervuras purpureas, face abaxial
mais clara, limbo disposto paralelamente ao eixo do caule, reniforme ou
cordiforme, apice acuminado, base cordada, margem inteira e nervura
camptdédroma. Sua inflorescéncia é racemosa com flores rosadas e purpuras
no apice. Os frutos sdo encapsulados e apresentam deiscéncia, ovais com

superficie lisa, sendo a parte basal verde e o apice da cor purpura.
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Figura 1 (A — G): Aspectos morfoldgicos de M. reniformis. A e E — Detalhe da
folha e do peciolo; B — Aspecto geral da espécie em campo; C e D —
Inflorescéncia e fruto respectivamente; F — Detalhe do fruto; G — Flor feminina.

-

D

A Manihot reflexifolia, também endémica da Chapada Diamantina,
Bahia, mais precisamente da regido de Lengdis e Mucugé, foi reconhecida
como uma nova espécie para a ciéncia por Carvalho & Martins (MARTINS
2013), com base em diferencas no formato do peciolo e da folha. O autor citou
ainda a sua semelhanga com espécies da secdo Quinquelobae Pax & Hoffm,
como referendado por Cunha Neto et al. (2014).

A Manihot reflexifolia P. Carvalho & M. Martins (Figura 2 A — G)
apresenta populacdes bem representadas no municipio de Mucugé, Bahia, em
areas de campo rupestre, onde chega a alcancar 3 metros de altura (
MARTINS, 2013). E arbusto ereto, com ramos decumbentes, latex branco e
levemente creme. Suas folhas sdo simples, 3-5 lobos, face abaxial mais clara,
apice acuminado, inflorescéncia racemosa, terminal, flores estaminadas
comumente localizadas na metade superior do eixo da inflorescéncia e

coloracdo purpurea. Possui frutos verdes com linhas purplureas sobre os
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septos, orbiculares a ovoides, as vezes curvos, superficie lisa e apice

arredondado Sao encapsulados e apresentam deiscéncia.

Figura 2(A — G): Morfologia de M. reflexifolia. A e B — Detalhe da folha; C e D
— Inflorescéncia e frutos; E — Aspecto geral da espécie em campo; F —
Detalhe do fruto; G — Flor masculina.

Populacbes dessas duas espécies, M. reniformis e M. reflexifolia, sdo
encontradas no municipio de Mucugé, na Chapada Diamantina — Bahia, nas
mediac6es da rodovia BA-142, com concentragdes dentro do Parque Municipal
Natural de Mucugé (PMNM) - Projeto Sempre Viva. Essas espécies possuem
distribuicdo simpatrica nos locais de ocorréncia e entre elas, foram localizados
individuos sendo caracterizados como provaveis hibridos naturais por terem
evidentes caracteristicas morfolégicas compartilhadas entre M. reniformis Pohl
X M. reflexifolia P. Carvalho & M. Martins (Figura 3A — G), alvos deste trabalho.
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Figura 3 (A — G): Morfologia dos provaveis hibridos encontrados. A — Detalhe
da folha; B — Aspecto geral de um dos individuos no campo; C e D — Detalhe
do fruto e da inflorescéncia com uma flor feminina ainda em seu estagio de
maturacdo; E, F e G — Diferentes morfologias de folha apresentada pelos
hibridos.

Para o género Manihot ainda nado foram definidos caracteres
morfolégicos universais que auxiliem na taxonomia do género, entretanto
existem alguns caracteres que sdo muito importantes para identificacdo de
novas espécies, caracteristicas estas ligadas altamente a morfologia foliar.
Sendo assim, para Manihot, as analises de dados anatébmicos, moleculares e
citogenéticos sdo ferramentas importantes para a taxonomia do género,
contribuindo para a identificacdo de novas espécies, evitando erroneamente a
classificacdo de espécies ao grupo.

Esse estudo tem como objetivo geral identificar e caracterizar supostos
hibridos naturais do género Manihot e seus possiveis genitores, M. reniformis
Pohl e M. reflexifolia P. Carvalho & M. Martins sp. nov. Ined., a partir de

técnicas de anatomia foliar, biologia molecular, citogenética.
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ANATOMIA FOLIAR COMO SUBSIDIO PARA IDENTIFICACAO E
CARACTERIZACAO DE HIBRIDOS NATURAIS DE ESPECIES DO GENERO
MANIHOT

1 O artigo serd submetido ao comité editorial do periédico cientifico Annals of Botany.



ANATOMIA FOLIAR COMO SUBSIDIO PARA IDENTIFICACAO E
CARACTERIZAGCAO DE HIiBRIDOS NATURAIS DE ESPECIES DO GENERO
MANIHOT

Resumo: Este trabalho tem por objetivo caracterizar a anatomia foliar das
espécies silvestres M. reflexifolia, M. reniformis e dos seus possiveis hibridos
naturais, identificando caracteres anatdmicos de importancia taxonémica que
identifiquem essas espécies silvestres como progenitores dos supostos
hibridos. Amostras de M. reflexifolia, M. reniformis e dos seus possiveis
hibridos foram coletadas no Parque Municipal Natural de Mucugé (PMNM),
Projeto Sempre Viva, localizado na cidade de Mucugé — Bahia. A anatomia
foliar das espécies foi analisada por meio de microscopia 6ptica e eletrénica de
varredura, a fim de obter caracteres Uteis para caracterizacdo e identificacéo
desses individuos. A anatomia foliar mostrou-se eficiente para caracterizar M.
reflexifolia, M. reniformis e os hibridos e identificar os dois primeiros taxons
silvestres como parentais dos hibridos (M. reflexifolia X M. reniformis), a partir
dos caracteres anatdbmicos considerados mais importantes dentro deste
estudo: morfologia do peciolo e da nervura central, a extensao da bainha dos
feixes, a organizacdo e quantidade de grupos de feixes vasculares, a

organizacao e composicdo do mesofilo, e a presenca de papilas epidérmicas.

Palavras — chave: anatomia foliar; feixes vasculares; hibridagdo natural;

nervura central



LEAF ANATOMY IN THE IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
NATURAL HYBRIDS OF WILD SPECIES OF THE Manihot GENUS

Abstract: The objective of the present work was to characterize the leaf
anatomy of the wild species of M. reflexifolia, M. reniformis and of their possible
natural hybrids, identifying anatomical characteristics of taxonomic importance
which identifies these wild species as progenitors of the possible hybrids.
Samples from M. reflexifolia, M. reniformis and of their possible hybrids were
collected in the Parque Municipal Natural de Mucugé (PMNM), Projeto Sempre
Viva, located in the city of Mucugé — Bahia. The leaf anatomy of the species
was analyzed by optical and scanning electron microscopy in order to obtain
useful characteristics and identification of these individuals. Leaf anatomy was
efficient to characterize M. reflexifolia, M. reniformis and the hybrids, and also to
identify the first two wild taxons as progenitors of the hybrids (M. reflexifolia X
M. reniformis), from the most important anatomical characteristics in this study:
petiole and midrib of morphology, extention of the sheath of the bundles,
organization and quantity of groups of vascular bundles, organization and

composition of the mesophyll and presence of epidermal buds.

Key-words: leaf anatomy, vascular bundles; natural crosses, central midrib.



Introducéao

O género Manihot € representado por 98 espécies distribuidas por toda
regido Neotropical, onde o Brasil é considerado o maior centro de diversidade
do género, assegurando 80% dessas espécies com grande representacao da
variabilidade genética (ROGERS & APPAN 1973).

A identificacdo de novas espécies é de suma importancia para a
manutencdo do género, identificando novas potencialidades que subsidiam
pesquisas de conservacado e melhoramento genético da mandioca.

A anatomia vegetal € considerada uma grande ferramenta para auxiliar a
taxonomia do género, apesar de serem poucas as informacgfes disponiveis
acerca da anatomia do género Manihot. As mais notaveis contribuicoes foram
iniciadas por Viégas (1940), que produziu uma descricdo anatdmica de partes
vegetativas em Manihot utilissima Pohl (sinbnimo de Manihot esculenta);
Mendonca (1992), que observou laminas foliares de Manihot caerulescens Pohl
e M. glaziovii MUll. Arg.; Vannucci (1982) contribuiu descrevendo parte da
anatomia de espécies silvestres do género Manihot, e Rudall (1994), que
identificou em seus estudos tipos de laticiferos em Crotonoideae, subfamilia a
qual pertence o género.

Atualmente os trabalhos que objetivaram identificar espécies ou
identificar potencialidades do género Manihot, fazendo uso da anatomia
vegetal, foram os trabalhos de Nassar et al. (2008), que estudaram a anatomia
de uma cultivar de mandioca; e Cunha Neto et al. (2014) que analisaram cortes
histol6gicos de espécies silvestres do género Manihot.

Segundo Dickison (2000), o uso da anatomia para a identificacdo de
hibridacdo é feito normalmente associado a outras fontes de dados, como
fisiolégicos, morfoldgicos, citolégicos e moleculares. O uso da anatomia vegetal
para analises de hibridos ainda € pouco utilizada, entretanto, nos ultimos anos,
a anatomia vegetal atrelada a outras técnicas, vem se mostrando uma
importante ferramenta para estudos que objetivam identificacdo de hibridos.
Caracteres como nervura da folha, padrdo de venacdo e caracteristicas

epidérmicas, foram utilizados para identificar o material hibrido de gramineas
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(Salvia apiana Jeps x Salvia mellifera Greene) (DICKISON, 2000). Cada uma
dessas caracteristicas pode apresentar semelhanca entre os pais.

Esau (1977); Dickison (2000); Balsamo et al. (2003), analisaram em seus
estudos, a presenca de hipoderme, organizacdo do mesofilo, desenvolvimento
do parénquima palicadico e presenca de espacos intercelulares, como
caracteres para identificacdo de hibridos, entres as espécies vegetais
estudadas. Entretanto, para Scareli-Santos et al. (2007) o carater de maior
valor anatdmico em seus estudos, para indentificar os hibridos a partir de uma
comparacao com seus pais, foram as caracteristicas epidérmicas.

Piwczynski et al. (2012) realizou o trabalho mais recente de identificacao de
hibridos de Vaccinium. Nesse estudo investigou-se a anatomia da folha de
hibridos e as caracteristicas foliares anatbmicas também mostraram-se como
uma poderosa ferramenta de diversidade de expressdo nos hibridos e seus
pais.

Segundo Nassar et al. (2005), as fracas barreiras de isolamento reprodutivo
existentes entre as espécies do género Manihot, facilita a ocorréncia de
hibridacao interespecifica. Nos Campos Rupestres da Chapada Diamantina,
mais precisamente na cidade de Mucugé, na Bahia, existem duas espécies
simpatricas, M. reniformis Pohl e M. reflexifolia P. Carvalho & M. Martins sp.
nov. inéd.. Nessa mesma regido, existem varios individuos que apresentam
caracteristicas morfolégicas intermediarias e variaveis entre essas duas
espécies, que, somado a distribuicdo simpatrica e a caracteristica do género de
facil ocorréncia de hibridacdo interespecifica, sugere que sejam hibridos
naturais, oriundos do cruzamento entre M. reniformis e a M. reflexifolia.

Sendo assim, com o0 uso das técnicas da anatomia vegetal, esse trabalho
tem como objetivo caracterizar individuos de M. reniformis, M. reflexifolia e dos
provaveis hibrido naturais, e identificar se M. reniformis e M. reflexifolia séo
progenitores dos hibridos naturais, selecionados primeiramente, apenas com

base nas suas caracteristicas morfologicas.
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Materiais e Métodos

Cortes histolégicos

Amostras de M. reniformis e M. reflexifolia e dos provaveis hibridos,
foram coletadas no Parque Municipal Natural de Mucugé (PMNM), Projeto
Sempre Viva, localizado na cidade de Mucugé — Bahia. Segmentos de
aproximadamente 10 cm do peciolo e folhas adultas, localizados entre o
terceiro e quinto entrends, foram fixados em FAA50 (formalina, acido acético,
alcool etilico 50%, 1:1:18 v/v) (JOHANSEN, 1940).

Posteriormente foram levados para o Laboratério de Anatomia e
Histoquimica Vegetal da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia em
Cruz das Almas, submetidos a vacuo por 24h e estocados em alcool etilico
70%.

Fragmentos das amostras foram isolados e transferidos para alcool
butilico terciario 70, onde permaneceram por aproximadamente sete dias,
desidratadas em série butilica e incluidas em parafina histologica
(Histosec/Merck; JOHANSEN, 1940). Cortes transversais e longitudinais com
espessura variando entre 12 e 18um foram realizados em micrétomo rotativo
(Leica RM2245). Os cortes foram corados com safranina alcodlica 1,5% e azul
de astra aquoso 1% (GERLARCH, 1969) e as laminas permanentes montadas
em resina sintética (Permount/Fisher).

As fotomicrografias foram realizadas em microscopio Olympus BX51
equipado com camera digital Olympus E330. As escalas das figuras foram
obtidas atraves da projecdo de uma ladmina  micrométrica
fotografada/digitalizada nas mesmas condi¢des Opticas das demais ilustragcdes.

As analises de microscopia eletronica de varredura foram realizadas no
Centro de Pesquisas Goncalo Moniz — CPqQGM — Servico de Microscopia
Eletrénica da Fundag¢éo Oswaldo Cruz — Fiocruz em Salvador, Bahia.

As amostras com 5 cm? foram desidratadas em série etilica, secas ao
ponto critico (modelo CPD 030, Bal-Tec, Balzers, Liechetenstein) utilizando
didéxido de carbono liquido, montadas em porta-espécimes e recobertas com
uma camada de ouro pelo processo de pulverizacao catddica (Sputter Coater,

modelo FDU 010, Bal- Tec, Balzers, Liechetenstein).
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Apés o preparo das amostras, as mesmas foram observadas e
fotomicrografadas no microscoépio eletrénico de varredura (LEO, modelo 1430
VP, Cambridge, Inglaterra).

Resultados

Uma ampla variacdo na morfologia foliar foi observada entre M.
reflexifolia, M. reniformis e os possiveis hibridos (Figura 1). M. reflexifolia é
caracterizada por apresentar folhas simples, 3-5 lobadas, glabras, cartaceas,
face abaxial mais clara, apice acuminado, inteiro, nervura camptédroma.
Possui também inflorescéncia racemosa, terminal, flores estaminadas
comumente localizadas na metade superior do eixo da inflorescéncia, as vezes
com flores pistiladas isoladas partindo da base, sendo a maioria com pétalas
purpureas. Os frutos sdo verdes com linhas purplureas sobre o0s septos,
orbiculares a ovoides, superficie lisa e apice apiculado (Figura 1 A, E e H).

M. reniformis apresenta folhas simples, inteiras, glabras, cartaceas,
verdes com nervuras purpureas, face abaxial mais clara, limbo disposto
paralelamente ao eixo do caule, reniforme, base cordada. A Inflorescéncia &
racemosa, terminal, as flores congestas, rosadas, purpureas no apice e nas
margens. Os frutos encontrados em campo apresentaram base verde, apice e
linhas de deiscéncia purpureas sao orbiculares a levemente ovoides com
superficie lisa e apice arredondado (Figura 1 B, F e ).

Os possiveis hibridos encontrados apresentam semelhancas
morfologicas entre as duas espécies supracitadas, dependendo fortemente do
estagio de maturacéo, na qual ele foi encontrado. Apresentam folhas simples
com base cordada igualmente as da M. reniformis. Ao longo do seu
crescimento, essas folhas se dividem formando lobos, podendo ser entre 3 — 5.
A inflorescéncia também ¢é do tipo racemosa, com pétalas purpuareas,
apresentando a base um pouco mais rosada. O fruto encontrado e
caracterizado é totalmente purpureo e com linhas marcantes, base oval e apice
apiculado (Figural C, D, G e J).

O peciolo em secc¢ao transversal em M. reflexifolia apresentou contorno
cilindrico. JA& em M. reniformis a morfologia identificada foi de achatado

dorsiventralmente, entretanto, os cortes feitos nos supostos hibridos naturais
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(M. reniformis Pohl x M. reflexifolia), mostram que alguns individuos
apresentam o contorno do peciolo cilindrico e outros achatados
dorsiventralmente (Figura 2 A — D).

A epiderme € uniestratificada em todos os individuos investigados,
sendo composta por células arredondadas em secdo transversal. A parede
periclinal externa com a cuticula apresenta maior espessura nos provaveis
hibridos e em M. reniformis (Figura 3 A - C).

A composicéao e disposicdo do cortex nas duas espécies diferenciam-se
bastante, entretanto, nos possiveis hibridos apresentam caracteristicas
compartilhadas por ambas. O cértex observado em M. reflexifolia € composto
por trés a quatro camadas de parénquima clorofiliano; seis a sete camadas de
coléngquima; oito camadas de células parenquimaticas e trés camadas de fibras
esclerenquimaticas. As fibras que ocorrem na ultima camada do cortex formam
um anel que envolve o cilindro vascular estando na posicdo de uma
endoderme. As células do colénquima possuem tamanho irregular com
espacos intercelulares e as células do parénquima possuem formato
arredondado e com poucos espacos intercelulares (Figura 3 D).

M. reniformis apresentou cortex com trés camadas de parénquima com
células arredondadas, pequenas no tamanho e sem espacos intercelulares. O
colénquima é composto por células grandes e alongadas e as células
esclerenquimaticas estdo dispostas em quatro camadas de células, formando
um conjunto de fibras que contorna os feixes vasculares (Figura 3 E)

O cértex dos individuos que podem ser considerados hibridos é
composto por trés camadas de parénquima; seis a sete camadas de
colénquima e duas a quatro camadas de esclerénquima. As células do
parénquima possuem tamanhos variados, porém o formato arredondado é
constante com reduzidos espacos intercelulares. As células do colénquima, nos
hibridos com peciolo cilindrico, possuem formato arredondado. J4 os que
possuem formato do peciolo achatado dorsiventralmente, as células em secéo
transversal apresentam formato alongado (Figura 3 F e G).

A disposicao das células esclerenquimaticas nos provaveis hibridos
também esta relacionada com a morfologia do peciolo apresentado pelos

mesmos. Os que possuem peciolo cilindrico apresentam quatro camadas de
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células esclerenquimaticas e os com morfologia achatada dorsiventralmente
apresentam duas camadas de células (Figura 3G).

Em todos os individuos estudados foram encontrados idioblastos
secretores, com conteudo denso corado fortemente pela safranina. Eles estéo
presentes em grande quantidade no cértex. Em M. reflexifolia os idioblastos
formam uma hipoderme praticamente continua em toda circunferéncia do
peciolo. No cortex, foi possivel observar idioblastos cristaliferos, com inclusdes
do tipo drusa. Porém, nos supostos hibridos e em M. reniformis, nao foi
possivel identificar nenhum outro tipo de idioblastos, sendo que a presenca dos
idioblastos secretores € tdo acentuada, que ocorre desde o parénquima até os
feixes vasculares (Figura 3D- F).

O cilindro vascular, composto pelo xilema e floema primarios, esta
disposto em forma de arco, bastante acentuado, em M. reflexifolia, M.
reniformis e nos possiveis hibridos (Figura 2 A — D).

O numero de feixes vasculares variou entre as espécies e os hibridos.
M. reflexifolia apresentou entre sete e nove conjuntos de feixes vasculares. M.
reniformis ndo apresentou variacdo em relacdo a esse caracter, apresentando
dez feixes vasculares em todos os individuos observados. J& nos individuos
considerados hibridos, ocorreu uma ampla variacdo do numero de feixes
vasculares, ocorrendo individuos com cinco, seis, sete ou dez feixes.

A medula é exclusivamente composta por células parenquimaticas. Em
M. reflexifolia, suas células tem formato uniforme, com tamanhos variados e
praticamente sem espacos intercelulares. Devido a morfologia do peciolo de M.
reniformis, as células que compdem a medula possuem um formato um pouco
mais alongado e tamanhos bem variados. Os supostos hibridos apresentam
também células da medula arredondadas, exceto para os hibridos com peciolo
achatado dorsiventralmente, onde as células sdo um pouco mais alongadas,
assim como as apresentadas em M. reniformis. No entanto, idioblastos
secretores estdo restritos a medula de M. reniformis e a dos hibridos que
possuem peciolo achatado dorsiventralmente (Figura 2 A — D).

Em seccéo transversal das laminas foliares, a nervura em M. reflexifolia
apresenta curvatura grande na face abaxial e outra curvatura pequena na face

adaxial, tendo seu formato biconvexa. Entretanto, em M. reniformis, a nervura é
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do tipo proeminente, com sua face adaxial pouco pronunciada em relacéo a
face abaxial. Nos possiveis hibridos, alguns individuos apresentaram nervura
biconvexa, no entanto, em outros individuos, observou-se formato proeminente
da nervura, tal como identificado em M. reniformis Pohl (Figura 5 A — D).

A epiderme da lamina foliar € semelhante a do peciolo em todos os
individuos estudados, inclusive no que se refere a espessura da parede
periclinal externa e cuticula.

Nas regides intervasculares, as células epidérmicas comuns da face
abaxial apresentam papilas pronunciadas. Em vista frontal, ndo € possivel
visualizar a disposicdo das células epidérmicas ordinarias, impedindo a
caracterizacdo da tipologia dos estdbmatos. Isto ocorre devido a grande
quantidade de papilas, sendo esse carater bastante enfatico em M. reniformis
(Figura4 A —F).

Nos cortes transversais foi possivel caracterizar as folhas como do tipo
hipoestomaticas em M. reflexifolia, M. reniformis e nos possiveis hibridos. O
mesofilo em M. reflexifolia, M. reniformis e nos provaveis hibridos € do tipo
isobilateral (Figura 6 A — C). Em M. reflexifolia, o parénquima palicadico é
composto por uma camada de células voltada para face adaxial da epiderme e
uma para a face abaxial. As células da primeira camada sdo alongadas, com
tamanhos bastante uniformes e sem espacos intercelulares aparentes;
diferentemente do que acontece com as células da face abaxial do parénquima
palicadico.

As células que compdem a camada de parénquima palicadico voltado
para face abaxial, apresentam variagdo quanto ao formato, tamanho e espagos
intercelulares. O parénquima lacunoso se caracteriza por apresentar células de
formato e tamanho irregular com amplos espacos intercelulares (Figura 6 D).

O parénquima palicadico de M. reniformis € comporto por uma a duas
camadas de células voltadas para a face adaxial da epiderme e com duas a
guatro camadas de células voltadas para a face abaxial. Estas células sdo bem
alongadas e com muitos espacos intercelulares, dando uma aparéncia frouxa e
esponjosa para ambas as camadas do parénquima palicadico. O parénquima
lacunoso é composto de células irregulares, apresentando muitos espacos

intercelulares (Figura 6 E).
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Ja o mesofilo dos supostos hibridos € compreendido por células com
formato bastante regular e alongadas na face adaxial voltada para o
parénquima palicadico. As células que compdem a face abaxial sdo bastantes
irregulares, com grande presenca de espacos intercelulares (Figura 6 F).

Individuos possivelmente hibridos apresentaram apenas uma camada
de células compondo o parénquima palicadico, tanto para a face adaxial,
quanto para a face abaxial. Outros individuos mostraram-se ser compostos por
duas camadas de células voltadas para a face abaxial da epiderme e uma
camada para face adaxial. O parénquima lacunoso € bastante irregular, quanto
ao formato e distribuicdo de suas células.

A nervura central em M. reflexifolia apresenta fibras esclerenquimaticas
delimitando o feixe vascular, formando uma grande extensédo da bainha. M.
reniformis, apresenta nervura central composta por células bastante alongadas,
células do colénquima arredondadas e sem muitos espacos intercelulares e
fibras esclerenquimaticas formando extensdo da bainha. Os supostos hibridos
apresentam a mesma disposicao das fibras esclerenquimaticas, formando uma
bainha, tal como, em M. reflexifolia e M. reniformis. As demais células nos
individuos analisados sédo uniformes quanto ao tamanho e formato e sem
muitos espacos intercelulares (Figura 5 A - D).

M. reflexifolia, M. reniformis e o0s possiveis hibridos analisados,
apresentaram feixe vascular no mesofilo do tipo colateral, com floema voltado

para a periferia do érgao e o xilema para o centro (Figura 6 D — F).

Discusséo

Dados morfoldgicos e citologicos, segundo Piwczynski et al. (2012), por
muitos anos foram a base para estudos de caracterizacéo de hibridos. Scareli-
Santos et al. (2007) afirma que as analises anatbmicas de hibridos foram
restritas para as caracteristicas micromorfolégicas da epiderme. Mesmo com
trabalhos escassos, Cunha Neto et al. (2014), Piwczynski et al. (2012),
Dickison (2000), mostram gue a anatomia dos 6rgdos da planta oferece uma
variedade de caracteres com muitas funcionalidades e interpretacbes
adaptaveis para a caracterizacdo de espécies, estudos taxondmicos e

identificag&o de hibridos.
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Dentre as caracteristicas analisadas o formato do peciolo se destaca
nos taxons estudados. A espécie M. reflexifolia possui o contorno do peciolo
cilindrico, como caracterizado também por Cunha Neto et al. (2014) e
verificado na maioria das espécies do género Manihot analisadas por Allem
(1984). Manihot reniformis Pohl possui o contorno do peciolo achatado
dorsiventralmente; morfologia encontrada por Cunha Neto et al. (2014) nas
espécies de M. Jacobinensis. Ja nos hibridos, foram observados os dois tipos
de formatos do peciolo, cilindrico e achatado dorsiventralmente, uma
caracteristica que ja evidencia o hibrido pertencente ao cruzamento entre M.
reflexifolia x M. reniformis.

A epiderme é uniestratificada, composta por células arredondadas para
todos os taxons estudados. Cunha Neto et al. (2014) afirma com seus trabalhos
anatdmicos para espécies silvestres de Manihot, que a espessura da cuticula
€ uma importante caracteristica anatbmica para caracterizacdo de espécies.
Sendo assim, foram relevantes para as andlises, o0s resultados de
espessamento da cuticula, que se mostraram diferentes. M. reniformis e os
hibridos apresentaram cuticula mais espessa do que M. reflexifolia.

Dentre as camadas de células que comp8em o cértex, 0 que mais se
destacou foi a distribuicdo da quantidade de camadas de célula do
esclerénquima. Nos trés objetos de estudo, as células esclerenquimaticas
formaram fibras contornando o conjunto de feixes vasculares, mas em relacéo
a quantidade de camadas de células, variaram. M. reflexifolia possui trés
camadas de células esclerenquimaticas envolvendo os feixes vasculares, M.
reniformis quatro camadas, sendo o hibrido, composto por uma variagcdo de
duas a trés camadas de esclerénquima. Esse anel de fibras, formado por
células esclerenquimaticas, circundando o cilindro vascular, também foi
encontrado por Vannucci (1982) em espécies de Manihot do Cerrado como a
M. caerulescens e por outras espécies silvestres estudadas por Allem (1984) e
Cunha Neto et al. (2014).

Células secretoras, em grupos ou isoladas, sdo caracteristicas de
Euphorbiaceae. Os acessos estudados apresentaram idioblastos secretores
distribuidos por todo o cortex. Em M. reflexifolia foi possivel observar

idioblastos cristaliferos, em forma de drusas.
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De acordo com Metcalfe (1983), a presenca, auséncia, distribuicdo e/ou
frequéncia de idioblastos cristaliferos, ndo pode ser considerado um carater de
identificagdo tdo importante, pois o0s mesmos podem variar de acordo com as
condi¢cBes do ambiente onde a planta se encontra.

O xilema e floema estéo distribuidos em forma de arco bastante evidente
em M. reflexifolia, M. reniformis e nos hibridos. A grande variacdo que existe
nessa regiao é em relacdo a quantidade de conjunto de feixes vasculares. M.
reflexifolia apresentou entre sete e nove conjuntos de feixes e M. reniformis
apresentou uma constancia quanto ao niamero de feixes, sendo dez. Ja o
hibrido apresentou cortes histolégicos com cinco, seis, sete e dez conjuntos de
feixes vasculares.

Cunha Neto et al. (2014), que também realizaram estudos anatdbmicos
com a M. reflexifolia, identificaram seis grupos de feixes vasculares diferente do
apresentado nos resultados neste trabalho. Essa diferenga pode sim estar
associada as afirmacdes de Cunha Neto et al. (2014), Esau (1965) e Metcalfe
(1983), de que existe uma inconstancia nesse caracter para caracterizacao de
espécies de Manihot. Esse caracter € alvo de grandes discussfes, pois autores
acreditam que essa variacdo pode esta relacionada ao ambiente ou a
diferentes partes do peciolo. Entretanto, diante dos resultados apresentado
nesta pesquisa vemos que o ambiente ndo foi percussor dessas variacfes
encontradas na quantidade de feixes vasculares, visto que M. reflexifolia, M.
reniformis e os hibridos foram coletados nas mesmas condi¢cdes ambientais.

Folhas do tipo hipoestométicas foram encontradas em M. reflexifolia, M.
reniformis e nos hibridos, ndo havendo diferenca nas espécies silvestres de
Manihot estudas por Vanncci (1982), Allem (1984) e Cunha Neto et al. (2014).

N&o foi possivel observar a tipologia dos estdmatos devido a grande
guantidade de papilas que cobrem a epiderme de M. reflexifolia, M. reniformis e
dos hibridos. No entanto, estudos feitos por Allem (1984), caracterizando
anatomicamente espécies do género Manihot, foi possivel afirmar que a
maioria do complexo estomético avaliados, é paracitico. O mesmo também foi
encontrado na maioria das espécies avaliadas por Cunha Neto et al. (2014) em

trabalhos com Manihot e por Vannucci (1982) em M. papilosa.
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O mesofilo presente em M. reflexifolia, M. reniformis e nos hibridos, foi
do tipo isobilateral como j& descrito para a familia Euphorbiaceae Thakur
(2012). A grande diferenca entre eles foi a distribuicdo do formato, tamanho
das células e quantidade de camadas de células que compdem o parénquima
palicadico. M. reflexifolia apresentou parénquima paligadico bem organizado
quanto ao tamanho e formato das células, o parénquima lacunoso com células
um pouco irregular quanto ao tamanho e formato e com bastante espacos
intercelulares.

A M. reniformis apresentou tanto o parénquima palicadico, quanto o
lacunoso bastante irregulares e com células bem esponjosas e frouxas. O
hibrido apresentou uma mescla das duas composi¢cdes dos mesofilos
supracitados. A primeira camada do paréngquima palicadico apresentou células
bem organizadas, sem muitos espacos intercelulares, jA o parénquima
lacunoso junto com a segunda camada do parénquima palicadico, mostrou-se
bastante irregular quanto ao formato e tamanho das células e com células
bastante esponjosas.

Quanto ao numero de camadas, caracter também usado por Vannucci
(1982) para caracterizar suas espécies em estudo, M reniformis e os hibridos
apresentaram um maior nimero de camadas de células no parénquima
palicadico voltado para a face abaxial em relacdo a M. reflexifolia. Essa
diferente quantidade de camadas de células que formam o parénquima
palicadico € comum em outros géneros da familia Euphorbiaceae, como por
exemplo, em Jatropha (LEAL & AGRA 2005).

M. reflexifolia, M. reniformis e os hibridos, apresentaram feixe vascular
no mesofilo do tipo colateral, 0 mesmo encontrado por Cunha Neto et al. (2014)
e Vannucci (1982) ao analisarem espécies silvestres de Manihot, mostrando
ser um caracter comum dentro do género, impossibilitando sua descricdo
taxondmica.

O formato da nervura se mostrou como uma importante caracteristica
anatomica para identificacdo do hibrido. M. reflexifolia apresentou formato da
nervura biconvexa. Esse formato ja foi identificado em espécies do género
Manihot estudadas por Cunha Neto et al. (2014). M. reniformis, apresentou

nervura proeminente, onde a curvatura abaxial € maior que a adaxial. Esse
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mesmo formato foi encontrado em M. violacea subsp. Jacobinensis,
investigada também por Cunha Neto et al. (2014). Esse formato pode estar
associado a morfologia do peciolo, pois ambas possuem peciolo achatado
dorsiventralmente. Ja os hibridos apresentaram nos cortes em seccao
transversal, nervura com formato biconvexa e outros individuos que também
possuem morfologia do peciolo achatado dorsiventralmente, nervura
proeminente.

A extensdo da bainha é um caracter anatémico muito importante dentro
do género Manihot para caracterizagdo anatdbmica e identificacdes
taxonOGmicas, como utilizado por Vannucci (1982), Allem (1984) e Cunha Neto
et al. (2014) em seus estudos a partir desse carater, que juntamente a outros,
foi possivel dividir as espécies silvestres estudas em dois grupos taxonémicos.
As andlises das laminas deste estudo, com M. reflexifolia, M. reniformis e os
hibridos, ndo foram diferentes. O primeiro taxon apresentou uma continua
extensdo da bainha dos feixes, diferente da M. reniformis que é evidente a
bainha, mas sua extensdo ndo foi tdo continua. Ja nos hibridos, a bainha é
bastante evidente, porém sua extensao varia.

A identificacdo de células especializadas da epiderme em espécies da
familia Euphorbiaceae tem recebido destaque em trabalhos de cunho
anatdmicos, por exemplo, com Jatropha Leal & Agra (2005) e Melo et
al.(2011); trabalhos de Allem (1984), Vannucci (1982), Cunha Neto et al. (2014)
com Manihot; trabalhos também em outras familias e género de angiospermas,
por exemplo, com Poaceae de Jesus Junior et al. (2012) e Annonaceae de
Almeida et al. (2009), identificacdo de papilas e tricomas. Sendo assim, para
este estudo, a identificacdo de papilas foi uma caracteristica bastante
explorada. M. reflexifolia, M. reniformis e os hibridos apresentaram papilas por
toda area abaxial da epiderme, tendo um formato com base globular e a parte
superior alongada, sendo que no hibrido, essas papilas estavam pouco
desenvolvidas e mais aglomeradas quando comparadas as outras duas

espécies.
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Conclusao

Com toda importancia da anatomia vegetal para identificacdo e
caracterizacado de espécies, sabe-se que a mesma deve estar atrelada a outras
tecnologias, como exemplo da citogenética e biologia molecular, para
responder alguns tipos de hipéteses. Entretanto, a mesma mostrou-se eficiente
para caracterizar M. reflexifolia, M. reniformis e os hibridos e identificar os dois
primeiros taxons silvestres como parentais dos hibridos (M. reflexifolia x M.
reniformis), a partir de caracteres anatdbmicos importantes como: a morfologia
do peciolo e da nervura central, a extensdo da bainha dos feixes, a
organizacdo e quantidade de grupos de feixes vasculares, a organizagéo e

composicdo do mesofilo, e a presenca de papilas epidérmicas.
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P 4

Figura 1 (A = J): Aspectos morfolégicos de M. reflexifolia; M. reniformis e os
provaveis hibridos. A - Folha de M. reflexifolia; B - Folha de M. reniformis; C e D
— Folha de individuo hibrido. E, F e G- Inflorescéncia de M. reflexifolia, M.
reniformis e do hibrido respectivamente. H — Fruto da M. reflexifolia; | — Fruto de
M. reniformis e J — Fruto do hibrido.
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Figura 2 (A — D): Seccéo transversal do peciolo. A — Peciolo cilindrico de M.
reflexifolia; B — Peciolo de M. reniformis com morfologia achatado
dorsiventralmente; C e D — Corte do peciolo dos provaveis hibridos, cilindrico
e achatado dorsiventralmente, respectivamente. FV: Feixe vascular; ME:
Medula. Escala da barra = 150pl.

e E — M. reniformis; C, F e G — Hibrido. Ep: Epiderme; Ct: Cuticula; Id: Idioblastos;
Co: Cortex; Ec: Esclerénquima; Fl: Floema; Xi: Xilema. Escala da barra: A — C = 40
pl; D — G =30 pl.
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X1,000 -~ 10ym - Fiocruz Sprft Fiocruz

Figura 4 (A — F): Vista frontal das células epidémicas via microscopia de
varredura. A e B — M. reflexifolia; C e D — M. reniformis; E e F — Hibridos. Et:
Estdmatos; Pp: Papilas.
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Figura 5 (A — D): Seccéo transversal das laminas foliares. A a D: Visdo geral do
formato da nervura central de M. reflexifolia, M. reniformis e dos hibridos,
respectivamente. NC: Nervura Central; BA: Bainha Escala da barra =60 pl.

Figura 6 (A —F): Seccao transversal das laminas foliares. A a F — Detalhes do
mesofilo. A e D — M. reflexifolia; B e E — M. reniformis; C e F — Hibridos. PP:
Parénquima paligcadico; PL: Parénquima Lacunoso; Et: Estdmatos; Fv: Feixe
vascular. Escala da barra: A— C =60 ul; D—F =30 pl.
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CAPITULO Il

BIOLOGIA MOLECULAR E CITOGENETICA COMO FERRAMENTAS PARA
IDENTIFICA(;AO DE HIBRIDO NATURAL ENTRE M. reniformis Pohl e M.
reflexifolia P. Carvalho & M. Martins

20 artigo sera submetido ao comité editorial do periddico cientifico Annals of Botany.



BIOLOGIA MQLECULA}R E CITOGENETICA COMO FERRAMENTAS PARA
IDENTIFICACAO DE HIBRIDO NATURAL ENTRE M. reniformis Pohl e M.
reflexifolia P. Carvalho & M. Martins

Resumo: O objetivo desse trabalho foi utilizar técnicas da Biologia Molecular e
Citogenética para identificar as espécies silvestres, M. reniformis e M.
reflexifolia, como progenitoras de supostos hibridos naturais localizados no
Parque Municipal Natural de Mucugé (PMNM) - Projeto Sempre Viva, na cidade
de Mucugé, Chapada Diamantina, Bahia. Material vegetal de 50 individuos
foram coletados, sendo 21 individuos M. reflexifolia, 14 M. reniformis e 15 dos
supostos hibridos, para a execucdo das técnicas. Folhas jovens foram
utilizadas para extrair e amplificar o DNA desses individuos. 23 primers SSR
(Simple Sequence Repeats) foram amplificados via PCR. As analises
moleculares foram feitas com base fragmentos e no padrdo de banda, dos
possiveis hibridos e dos parentais. A matriz de dissimilaridade genética entre
os individuos foi gerada, sendo calculada com base no indice de Dice para os
dados co-dominates, utilizando-se o programa Power Marker. Para o uso das
técnicas citogenéticas, GISH, CMA/DAPI e viabilidade polinica, foram utilizadas
como materiais vegetais, as raizes e os botdes florais. As pontas das raizes e
os botBes coletados foram pré-tratados. O preparo das laminas com células
mitéticas, retirada das pontas das raizes, seguiu o protocolo proposto por
Carvalho e Saraiva (1993). O protocolo de Heslop-Harrison et al. (1991) foi
utilizado para a GISH. Para a coloragdo com fluorocromos, foi adotada a
metodologia de Schweizer e Ambros (1994). O corante de Alexander foi
utilizado no teste de viabilidade polinica. Os primers utilizados mostraram-se
eficientes quanto a discriminalidade das espécies M. reniformis e M. reflexifolia,
identificando a partir do padrédo de bandas, suas progénies. Sendo este o
primeiro trabalho a utilizar GISH no género Manihot, a técnica foi eficiente na
identificacdo dos hibridos junto aos seus progenitores. A técnica CMA/DAPI
também foi eficiente na identificacdo dos hibridos, confirmando os resultados
da GISH. Os graos de podlen analisados, apresentram grande nivel de
viabilidade para os individuos analisados, confirmando a potencialidade para
cruzamentos.

Palavras — chave: CMA/DAPI; GISH; hibridacdo natural; SSR.



MOLECULAR BIOLOGY AND CITOGENETICS AS TOOLS IN THE
IDENTIFICATION OF NATURAL HYBRIDS BETWEEN M. reniformis Pohl

and M. reflexifolia P. Carvalho & M. Martins

Abstract: The objective of the present work was to use molecular biology and
citogentic techniques to identify the wild species M. reniformis and M.
reflexifolia, as possible progenitors of the natural hybrids located in the Parque
Municipal Natural de Mucugé (PMNM) - Sempre Viva project, in the city of
Mucugé, Chapada Diamantina, Bahia. Plant material of 50 individuals was
collected, whereas 21 were M. reflexifolia, 14 M. reniformis and 15 of the
possible hybrids. Young leaves were used to extract and amplify DNA of these
individuals. 23 SSR (Simple Sequence Repeats) primers were amplified via
PCR. The molecular analysis was carried out based on the size of base pairs
(pb) of each fragment and the electrophoretic profile of the possible hybrids and
progenitors. The dissimilarity matrix between the genotypes was calculated
using the Dice indice for the co-dominant data by the PowerMarker software.
For the cytogenetic techniques, GISH, CMA/DAPI and pollen grain viability,
roots and flower buds were used as plant material. Root tips and flower buds
were previously treated. Preparation of the slides with mitotic cells and removal
of root tips, followed the protocol suggested by Carvalho and Saraiva (1993).
The protocol by Heslop-Harrison et al. (1991) was used for GISH. For staining
via fluorochromes, the methodology by Schweizer and Ambros (1994), was
used. The Alexander dye was used to test pollen grain viability. The primers
used were efficient to discriminate the M. reniformis and M. reflexifolia species,
identifying the possible progenies via electrophoretic profiles. Since this is the
first work using GISH in the Manihot genus, this technique was efficient in the
identification of the hybrids among their progenitors. The CMA/DAPI technique
was also efficient in the identification of hybrids, confirming the results from
GISH. The pollen grains analyzed showed a high level of viability for the

genotypes in this work, confirming potential for crosses.

Key-words: CMA/DAPI; GISH,; natural Crosses, SSR



Introducéo

Espécies silvestres do género Manihot estdo distribuidas por toda
Regido Neotropical. Segundo Rogers e Appan (1973), das 98 espécies ja
identificadas, cerca de 80% delas ocorrem no Brasil. O género possui fracas
barreiras de isolamento reprodutivo entre as espécies, facilitando assim a
ocorréncia de hibridacéo interespecifica natural ou artificial (NASSAR 2000). As
espécies silvestres sdo consideradas importantes fontes de alelos competitivos
para transferéncia horizontal para a espécie cultivada M. esculenta Crantz
(Mandioca).

Citogeneticamente, o género Manihot possui um cariétipo estavel, com
namero cormossémico dipldide 2n = 36 e hapléide n = 18 para todas as
espécies ja estudadas (CARVALHO & GUERRA, 2002; CARVALHO et al.,
1999; NASSAR, 2006; NASSAR et al.,1995; UMANA & HARTMANN, 1973),
sendo o género considerado, por muitos autores, de origem alotetrapldide,
tendo como numero béasico x = 9. A origem alotetrapléide ndo foi confirmada
até o momento, e trata-se de uma suposi¢cdo. Um ponto contrario a possivel
origem tetraploide é a ocorréncia de uma meiose estavel com formacéao de 18
bivalentes em metafase-anafase I. Contudo, acredita-se que as espécies que
deram origem ao género tenham sofrido processos de diploidizacdo, via
translocacbes, ao longo da evolucdo, apresentando atualmente,
comportamentos cromossdmicos tipicos de espécies diploides (SILVA, 2011).

Segundo Carvalho et al. (2009) a analise cariotipica em células
meidticas ou mitéticas, possibilita a identificagdo do polimorfismo
cromossOmico numeérico ou estrutural entre os cariotipos e a descricdo da
homologia cariotipica em cultivares ou espécies silvestres, fornecendo
informacgdes importantes como alteragcdes cromossdmicas, taxa de fertilidade e
percentual dos genomas parentais nos hibridos, informagfes importantes para
os programas de melhoramento e que contribuem para a pré-selecdo de
linhagens progenitoras. A direcao e a facilidade com que duas espécies podem
ser cruzadas, o numero e morfologia cromossdmica e 0 comportamento dos

cromossomos durante a meiose de genitores sdo considerados importantes
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critérios para a avaliacdo do grau de proximidade genética entre espécies e
acessos.

Sendo assim, a indicacdo de parentais favoraveis a hibridacées ou
identificacdo de materiais hibridos, pode ser auxiliada pelo uso de técnicas
citogenéticas como a Hibridizacdo in situ Fluorescente (FISH). Essa técnica
auxilia na identificacdo de marcadores cromossomicos ou diferencas na
constituicdo genémica que permitam a distingdo entre as espécies do género.

A FISH tem sido aplicada recentemente no mapeamento fisico de
sequéncias e na caracterizacdo de espécies vegetais (UHRIN et al. 2011;
YOUNIS et al. 2015). Esta técnica permite a localizacdo in situ de sequéncias
de &cidos nucleicos (DNA ou RNA) no cromossomo, nho citoplasma, nas
organelas ou no tecido estudado (GUERRA, 2004). A mesma permite localizar
sequéncias de cdépia Unica, sequéncias repetitivas, cromossomos especificos
ou genomas inteiros. A Hibridizacdo gendmica in situ (GISH) é uma variante da
FISH desenvolvida para estudos de hibridos interespecificos e identificacdo de
genomas parentais. Silva (2011) e Melo et al. (2015) relizaram estudos de
identificcdo de hibridos em Jatropha e Passiflora respectivamente, a partir da
GISH. Outra técnica de bandeamento bastante utilizada, € a que faz uso de
corantes fluorescentes base-especificos. Alguns corantes fluorescentes
possuem propriedades especificas de ligacdo a determinadas bases nos
acidos nucléicos. Podem ser encontrados fluorocromos com afinidade pelas
bases adenina timina (AT), como € o caso do 4’-6’-diamidino-2-fenilindol
(DAPI), da quinacrina e do Hoechst 33258, e outros que coram as regides ricas
em guanina e citosina (CG), destacando-se a cromomicina A; (CMA) e a
mitramicina.

O DAPI e 0 CMA séo os mais empregados no estudo de cromossomos de
plantas (SUMNER, 2003; KIM et al., 2002). Carvalho e Guerra (2002)
observaram padrées de bandas semelhantes entre cultivares e espécies de
Manihot ao utilizarem os corantes CMA/DAPI, sugerindo alta estabilidade
cariotipica do género. Os mesmos tipos de corantes foram aplicados em
espécies de Citrus L (Rutaceae) por Carvalho et al. (2005). Essas espécies
foram caracterizadas e diferenciadas através do padrdo de bandas e

guantidade de heterocromatina CG ou AT positiva. Embora o género
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apresentasse estabilidade numérica 2n = 18, a técnica de CMA/DAPI foi
eficiente para demostrar padrdes espécie-especificos e heterozigosidade entre
os pares de homdlogos.

Outra técnica bastante utilizada, sdo os marcadores de DNA. Esses
marcadores moleculares podem gerar informacdes sobre identidade genética,
frequéncias de genes, classificacdo botanica, diversidade, filogenia e
paternidade de gendtipos (VIEIRA et.al. 2013), permitindo uma avaliacdo em
curto prazo de um grande numero de individuos sem a influéncia do ambiente.

O uso de marcadores moleculares dentro do género Manihot tem
aumentado nos ultimos anos devido a grande quantidade de informacdes
disponiveis sobre o genoma das espécies (COLOMBO et al. 2000, CARVALHO
& SCHAAL 2001, MBA et al. 2001, ELIAS et al. 2004, OLSEN 2002 e VIEIRA
et al. 2013).

Marcadores como o SSR (Simple Sequence Repeats), sdo importantes
ferramentas para identificacdo de espécies e estudos de paternidade de
hibridos (WEILER et al. 2009, SCHUCK
et al. 2011, VIEIRA et al. 2013), devido a sua natureza co-dominante, serem
altamente poliméficos, de facil reproducdo, e possuirem alta resolucdo e
transferabilidade e repetibilidade mediante amplificacdes via PCR (Polymerase
Chain Reaction) (GAO et al. 2003, GAUDEUL et al. 2004, OLIVEIRA et al.
2006). Esses marcadores tembém permitem a obtencdo de dados de forma
mais robusta e precisa.

O presente estudo teve como obijetivo identificar e caracterizar possiveis
hibridos interespecificos naturais entre M. reniformis Pohl e M. reflexifolia P.
Carvalho & M. Martins, e seus progenitores silvestres endémicos da regidao da
Chapada Diamantina, Bahia, com o uso de marcadores microssatélites (SSR) e
das técnicas de CMA/DAPI e Hibridizagdo Genbmica in situ (GISH).
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Materiais e Métodos

Material vegetal:

Todo material necessario para a realizacao desse estudo foi coletado no
ambiente natural das espécies. Tecidos vegetais de folhas jovens, botbes
florais e pontas de raizes das espécies silvestres, M. reniformis Pohl e M.
reflexifolia P. Carvalho & M. Martins e dos possiveis hibridos, foram coletados
no Parque Municipal Natural de Mucugé (PMNM)-Projeto Sempre Viva,
localizado na cidade de Mucugé, Chapada Diamantina, Bahia, Brasil. Partes
das plantas em fase reprodutiva foram coletadas para montagem das exsicatas
as quais estdo depositadas no Herbario da Universidade Federal do
Recodncavo da Bahia (HURB).

Extracdo e amplificacdo de DNA:

Folhas jovens foram coletadas de M. reflexifolia, M. reniformis e dos
possiveis hibridos no Parque Sempre Viva para extracdo do DNA. A extracao
do DNA seguiu o protocolo Doyle & Doyle (1987), sendo realizada no Nucleo
de Biologia Avancada (NBA) da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das
Almas — BA.

A avaliacdo da quantidade e da qualidade do DNA foi realizada pela
analise comparativa das amostras em gel de agarose 0,8%, corado com
brometo de etidio, e as amostras diluidas em agua ultrapura e padronizadas
para uma concentracéo final de 20 ng uL

As amostras de amplificacdo dos marcadores SSR via PCR, foram
completadas para o volume final de 15 uL contendo os seguintes reagentes: 20
ng de DNA, tampao de PCR 1X (Invitrogen), 3.0 mM de MgCl,, 0,25 mM de
dNTP, 0,15 mM de cada iniciador, 1U da Tagq DNA Polimerase. As
amplificacbes foram realizadas em termociclador da Applied Biosystems com o
seguinte programa de amplificacdo: um ciclo inicial de desnaturagéo a 94 °C
por 3 min.; 30 ciclos a 94 °C por 40s, 60°C por 40s (temperatura que variou de
acordo com a temperatura de anelamento (Ta) de cada primer), 72 °C por

1min.; extensdao final a 72 °C por 7min. e 10 °C <.
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Foram utilizados vinte e trés iniciadores SSR (MBA et al., 2001) (Tabela

1). A eletroforese foi realizada em gel de agarose 3% e corados com brometo

de etideo,

fotodocumentacdo (Vilber

visualizados sob luz

uv,

Lourmat). O

e fotografados em sistema

tamanho dos

determinado com marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen™).

fragmentos

foi

Tabela 1: Iniciadores Microssatélites com os nomes, pares de bases dos

fragmentos, as sequéncias dos primers forward (F) e

temperaturas de anelamento.

reverse (R) e

Iniciadores Pb Sequéncia Forward Sequéncia Reverse Ta
SSR (5°-3") (5°-3") (°C)*
SSRY 12 266 AACTGTCAAACCATTCTACTTGC GCCAGCAAGGTTTGCTACAT 55
SSRY 27 277 CCATGATTGTTTAAGTGGCG CCATTGGAGAACTTGGCAAC 55
SSRY 28 180 TTGACATGAGTGATATTTTCTTGAG GCTGCGTGCAAAACTAAAAT 55
SSRY 31 188 CTTCATCACGTGTTAATACCAATC ATTGTTGTGGTTGCAGGACA 55
SSRY 49 300 TGAAAATCTCACTGGCATTATTT TGCAACCATAGTGCCAAGC 55
SSRY 68 287 GCTGCAGAATTTGAAAGATGG CAGCTGGAGGACCAAAAATG 55
SSRY 72 141 AAGCATCAGTGGCTATCAACA TTTTGCTGTGCTATTTCTGAGC 55
SSRY 75 284 TCTGGTAAACCTACTAGTGCTCCA TTCATGCACGTCCTGATACA 55
SSRY 77 275 CAGGAGGTGGCAGATTTTGT GCATGTTCCACCTGCATAAG 55
SSRY 81 204 GGCGATTTCATGTCATGCTT TGATTTTCTGCGTGATGAGC 55
SSRY 82 211 TGTGACAATTTTCAGATAGCTTCA CACCATCGGCATTAAACTTTG 55
SSRY 93 289 TTTGTTGCTCACATGAAAACG CAGATTTCTTGTGGTGCGTG 55
SSRY 101 213 GGAGAATACCACCGACAGGA ACAGCAGCAATCACCATTTC 55
SSRY 103 272 TTGGCTGCTTTCACTAATGC TTGAACACGTTGAACAACCA 55
SSRY 105 225 CAAACATCTGCACTTTTGGC TCGAGTGGCTTCTGGTCTTC 55
SSRY 106 270 GGAAACTGCTTGCACAAAGA CAGCAAGACCATCACCAGTTT 55
SSRY 143 153 GCTCATGAACTGAGCCTTCA AGCAGATCCAAATCACTGAAA 55
SSRY 168 277 ACAGCCACACTTGTTCTCCA CTGCAATCTCCAACAGCAAC 45
SSRY 170 299 TCTCGATTTGGTTTGGTTCA TCATCCTTGTTGCAGCGTTA 55
SSRY 175 136 TGACTAGCAGACACGGTTTCA GCTAACAGTCCAATAACGATAAGG 55
SRRY 179 226 CAGGCTCAGGTGAAGTAAAGG GCGAAAGTAAGTCTACAACTTTTCTAA 55
SRRY 180 163 CCTTGGCAGAGATGAATTAGAG GGGGCATTCTACATGATCAATAA 55
SRRY 182 253 GGAATTCTTTGCTTATGATGCC TTCCTTTACAATTCTGGACGC 55

*Ta: Temperatura de anelamento (°C) que variou de acordo com a sequéncia de cada primer.

Anélise molecular:

As analises dos dados foram feitas a partir dos perfis eletroforéticos em

gel de agarose por meio da comparagdo dos padrbes dos fragmentos dos
hibridos e dos parentais. A partir da genotipagem dos fragmentos com base no
seu tamanho em pares de bases (pb), em comparacdo com padréo de peso
molecular ladder 100 pb, foi construida a matriz de disimilaridade genética
entre os individuos, sendo calculada com base no indice de Dice para os
dados co-dominates, utilizando-se o programa Power Marker (LIU & MUSE,

2005).
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A matriz de distancia genética foi utilizada como base para a construcéo
do dendrograma, em que o agrupamento foi calculado utilizando-se o método
de agrupamento UPGMA, por meio do software MEGA — 4 (TAMURA et al.
2007).

Andlise citogenética:

Coleta de material

Foram coletadas pontas de raizes recém emergidas, via alporquia. O
método da alporquia foi escolhido, devido ao fato das espécies silvestres
apresentarem resisténcia a reproducdo vegetativa pelo enraizamento por
estaquia ou manivas. As alporquias foram feitas em dez individuos de M.
reniformis, M. reflexifolia e dos provaveis hibridos no Parque Municipal Natural
de Mucugé (PMNM)-Projeto Sempre Viva, localizado na cidade de Mucugé,
Chapada Diamantina, Bahia, Brasil. Apés 45 dias foi possivel obter raizes
adequadas para as analises citogenéticas. Foram também coletados botdes

florais para estudos da viabilidade polinica.

Pré - tratamento e fixacao

As pontas das raizes coletadas foram pré-tratadas com 8-
hidroxiquinoleina (8-HQ) 2 mM por 4 h e 30 min, a 18 °C, fixadas em metanol:
acido acético (3:1) e estocadas a — 20 °C. As raizes armazenadas em fixador
foram retiradas e inicialmente lavadas duas vezes em 4gua destilada por 5 min.
cada e digeridas com solucdo enzimatica com celulase 2% (Onozuka) e
pectinase 20% (Sigma) em camara Umida a 37 °C por 2h. Apds a digestado, os

materiais foram lavados com agua destilada antes do preparo das laminas.

Preparo das laminas dos hibridos

O preparo das laminas com células mitdticas seguiu o protocolo
proposto por Carvalho e Saraiva (1993). Foi gotejado nas laminas o fixador
(metanol: acido acético, 3:1) gelado (- 20 °C) recém-preparado. As pontas das
de raizes foram colocadas em laminas inclinadas, lavadas com fixador e

maceradas. Posteriormente, as laminas foram secas com bomba de ar,
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mergulhadas em acido acético 45% por 12s e secas a temperatura de 50 °C.
As melhores laminas foram selecionadas mediante coloragdo com uma mistura
de DAPI com glicerol (1:1 v/v). Em seguida, as laminas passaram por
descoloracdo em fixador Carnoy (etanol e acido acético, 3:1) por 30 min.,
imersdo em alcool etilico absoluto por 1 h a temperatura ambiente, secas ao ar
e estocadas a -20 °C até o momento de sua utilizac&o.

O preparo das laminas para a realizagdo da GISH iniciou-se pela
escolha do DNA gendmico de um dos parentais como bloqueio e como sonda.
A extracdo do DNA seguiu o protocolo Doyle & Doyle (1987) com modificacdes.
As amostras de DNA foram quantificadas em gel de agarose 1%. Para o
preparo das sondas, amostras de DNA gendmico de M. reniformis, e M.
reflexifolia foram marcadas por nick translation (Roche Diagnostics, Life
Technologies), com digoxigenina-11-dUTP (Roche). Para o preparo do DNA
bloqueio de M. reniformis Pohl, o DNA extraido também foi fragmentado em
autoclave em tamanhos na faixa de 200 a 500 pb e posteriormente

ressuspendido em agua Mili-Q.

Hibridizacdo gendémica

A Hibridizacdo gendmica in situ (GISH), seguiu o protocolo de Heslop-
Harrison et al. (1991).

As laminas utilizadas foram preparadas com células meristeméaticas dos
supostos hibridos e as sondas aplicadas sobre as células, preparadas a partir
do DNA gendmico dos parentais. Foi necessdria a utilizacdo do DNA
denominado de bloqueador (DNA dos parentais sem a marcagdo com CY3).
Testes foram realizados para determinar a propor¢cdo do DNA bloqueador em
relacdo a sonda na mistura de hibridizacdo. Para cada provavel hibrido, foram
testados diferentes proporcbes do DNA bloqueador dos respectivos parentais
para evitar a coloracdo uniforme de todos os cromossomos nas células do
hibrido. A melhor proporcdo de DNA bloqueador em relacdo a sonda foi de
1:40.

Coloragéao com fluorocromos CMA/DAPI

62



Para a coloracdo com fluorocromos, foi adotada a metodologia de
Schweizer e Ambros (1994). As raizes de M. reflexifolia, M. reniformis e dos
supostos hibridos, foram digeridas por 2 horas em uma solucdo de celulase
(2%) e pectinase (20%) a 37°C e, posteriormente, esmagadas em acido acético
a 45%. As laminas foram envelhecidas por trés dias a temperatura ambiente e,
posteriormente, coradas com CMA a 0,5 mg/mL, por 60 minutos e novamente
coradas com DAPI 2 g/ml por 30 minutos e, finalmente, montadas em tampao

Mcllvaine-glicerol 1:1 (v/v).

Viabilidade Polinica

Para as analises de viabilidade polinica, botdes florais jovens de M.
reniformis, M. reflexifolia e dos supostos hibridos foram fixados em Carnoy
(metanol: &cido acético (3:1)). Apos a fixacdo, esses foram cortados
transversalmente e os graos de polen cuidadosamente extraidos. Foi utilizado
para coloragao, o corante de Alexander (Alexander, 1980), adicionando-se uma
gota do corante em cada lamina. Foram considerados viaveis os graos de
polen que apresentaram coloracdo avermelhada e inviaveis os de coloracéo

azulada.

Coloragao convencional

Para a coloracdo convencional, foram utilizadas raizes jovens de M.
reflexifolia, M. reniformis e dos provaveis hibridos pré-tratadas com 8-
hidroxiquinoleina por 4 horas a temperatura ambiente, fixadas em Carnoy 3:1
(etanol: &cido acético glacial) por um periodo de 24 horas, e estocadas no
freezer até posterior analise. As laminas foram preparadas pela técnica do
esmagamento em uma gota de acido acético 45%, congeladas em nitrogénio
liguido para remogédo da laminula e coradas com Giemsa 2% (GUERRA e
SOUZA 2002).

Captura e processamento das imagens
As imagens das melhores células foram digitalizadas em camera Leica
DFC 340FX acoplada ao microscopio de epifluorescéncia Leica por meio do

software Leica CW 4000. As imagens foram otimizadas para melhor brilho e
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contraste com o software Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems

Incorporated).
Resultado e Discussao
Analise molecular

Dos 23 primers SSR testados nos 50 individuos deste estudo, nove
apresentaram um bom padrdo de amplificacdo para a maioria dos acessos de
M. reflexifolia, M. reniformis e dos supostos hibridos analisados, sendo eles:
SSRY 182 SSRY 77, SSRY 106, SSRY 168, SSRY 103, SSRY 12, SSRY 81,
SSRY 179, SSRY 143 (Figura 1). Estudos recentes relacionados a identificacédo
de parentais de hibridos interespecificos do género Manihot, utilizaram
iniciadores microssatélites, alguns presentes neste trabalho, e obtiveram
excelentes resultados quanto a eficacia do SSRY para a identificacdo dos
hibridos e seus parentais (VIEIRA et. al. 2013). Outros estudos sobre teste de
paternidade em espécies de vegetais, utilizaram menores combinacfes de
primers microssatelites, sendo os mesmo eficientes na identificacdo do parental
dos gendtipos (CRISTOFANI et. al. 2001; WEILER et.al. 2009).

SSRY 103 - . - "
v
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Figura 1: Perfil eletroforético em gel de agarose 3% ilustrando o padréo de
amplificagdo do primer SSR 103 nos 50 individuos coletados (1 — 50). M -
Marcador molecular 100pb; 1-21 Manihot reflexifolia, 22-35 Manihot reniformis
e 36-50 provaveis hibridos.

Os iniciadores utilizados neste trabalho foram desenvolvidos para
espécies cultivadas de mandioca, o que pode explicar o baixo indice de
amplificagéo dentro do total de primers selecionados. Apesar de apenas nove
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primers microssatélites se mostrarem polimorficos, a sua transferabilidade em
espécies silvestres foi satisfatéria. Marquez- Lema et. al. (2010) afirma que
essa caracteristica dos iniciadores microssatélites entre espécies do mesmo
género, é possivel, pois as sequéncias de nucleotideos das regides
flanqueadoras sdo homoélogas.

Dos 50 individuos foram selecionados 28, sete M. reflexifolia, seis M.
reniformis e todos os supostos hibridos envolvidos no presente trabalho, que
tiveram suas bandas amplificadas em todos o0s nove iniciadores
microssatélites. Com isso foi possivel observar de forma individual, os
possiveis parentais de alguns hibridos com os marcadores microssatélites mais

precisamente, o primer SSRY 182 e 103 (Figura 2 e 3).
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Figura 2: Amplificacdo do primer SSRY 182 evidenciando os possiveis pais de
alguns hibridos. M - Marcador de peso molecular 100pb; M. reflexifolia (1; 3;
17; 14; 15; 16; 21), M. reniformis ( 22; 23; 28; 29; 34; 35) e os hibridos (36; 37;
38; 39; 40; 41; 42; 43; 44; 45; 46;47;48;49;50). As setas indicam os padrdes de
bandas compartilhados entre os provaveis parentais e os hibridos indicados.

Segundo Faleiro et. al. (2003) a utilizacdo de um ou dois iniciadores de
sintese ou de combinacbes de iniciadores, com pelo menos uma banda
informativa € suficiente para confirmar a ocorréncia, ou nao, de
fecundacdo cruzada. Borém (1997) afirma que, cada banda informativa
funciona normalmente como um gene marcador para os melhoristas que
objetivam realizar testes de paternidade. Na figura 2, estdo em destaque as
bandas correspondentes aos individuos 3 (M. reflexifolia) e 22 (M. reniformis)
gue provavelmente originaram os hibridos 39, 40 e 50 que estdo também em
destaque. Isso é possivel observar a partir do padrédo de bandas apresentadas
pelos pais, M. reflexifolia e M. reniformis, presentes nos hibridos.
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Na figura 3, através da amplificacdo do primer SSRY 103 €& possivel
observar, a partir dos padroes de bandas amplificados, mais um conjunto de
hibridos originados diretamente dos parentais em destaque. O individuo 1 (M.
reflexifolia) junto com o 23 (M. reniformis), sdo os possiveis pais dos hibridos
38, 44, 47, por apresentarem o0s mesmos padrdes de bandas dos pais
supracitados. Santos et al. (2012) identificou hibridos de Passiflora com base
em marcadores microssatélites, a partir da analise das bandas informativas
presentes no gel, afirmando ser uma metodologia de sucesso para identificar

hibridacao.

SSRY 103
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Figura 3: Amplificagdo do primer SSRY 103 evidenciando os possiveis pais de
alguns hibridos. M: Marcador de peso molecular 100pb; M. reflexifolia (1; 3; 17;
14; 15; 16; 21), M. reniformis ( 22; 23; 28; 29; 34; 35) e os hibridos (36; 37; 38;
39; 40; 41; 42; 43; 44, 45; 46;47;48;49;50). As setas indicam os padrdes de
bandas compartilhados entre os provaveis parentais e os hibridos indicados.

A hibridacdo tem tido uma importante funcionalidade no
desenvolvimento de variagcdes no género Manihot (ROGERS & APPAN, 1973)
e vem sendo usada com grande frequéncia, na busca da transferéncia de
genes de interesse para individuos mais suscetiveis (VANDERPLANK 2000;
ULMER e MACDOUGAL 2004). Entretanto, em se tratando de hibridag&o
natural, existem poucos registros dentro do género Manihot e quando
existentes, é evidente a escassa sobrevivéncia do hibrido. A hibridagdo pode
levar a rearranjos genéticos (RIDDLE e BIRCHLER 2003), o que contribui para
grande importancia de se investigar, identificar e conservar 0s materiais
hibridos encontrados para manutencdo genética do género Manihot, e que
posteriormente podem contribuir para mitigar, a longo prazo, problemas que

afetam diretamente a cultura da mandioca.
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Geograficamente, pode-se destacar que os individuos 22 (M.reniformis)
e 3 (M. reflexifolia) em relacdo aos hibridos 39, 40, 46 e 50, estao distantes
fisicamente, ou seja, o parental M. reniformis 22 esta na area externa do
Parque Municipal Sempre Viva, o segundo parental M. reflexifolia 3, esta
localizado dentro Parque Municipal Sempre Viva, juntamente com os hibridos.
Nesse sentido, em se tratando de um ambiente natural, pode-se considerar a
acao de agentes polinizadores para a realizacdo desse cruzamento.

De acordo com Nassar (2010), pequenos insetos da ordem Coleoptera,
podem transportar grandes quantidades de pélen de flores de uma planta para
outra, desempenhando um importante papel na realizacéo de hibridagdo entre
espécies e/ou variedades de mandioca do género Manihot.

De acordo com a matriz de dissimilaridade genética, obtida por meio do
comando “alelos compartilhados”, entre os 50 individuos analisados, foi
possivel observar, além dos hibridos identificados a partir do padrédo de
bandas, outros que apresentaram menor distancia genética em relacdo aos
Seus possiveis parentais.

Analisando as distancias de todos os hibridos para os dois parentais em
estudo, pode-se observar que entre M. reflexifolia e os hibridos, a distancia
genética variou entre 0,06 a 0,81. Entretanto, entre os hibridos e M. reniformis
houve uma maior variacdo na distancia genética, que variou de 0,22 a 0,72.
Essa maior similaridade entre os hibridos e M. reflexifolia, pode estar associada
ao poder discriminatério dos primers utilizados, permitindo uma maior
amplificacdo das regides pertencentes ao genoma de M. reflexifolia, ou pela
distribuicdo geogréafica entre eles, pois, a maioria dos individuos de M.
reflexifolia e os hibridos estudados, foram encontrados sempre muito mais
proximos, mais precisamente, dentro do Parque Municipal Sempre Viva,
diferente de alguns individuos de M. reniformis que tiveram sua maior
concentracdo na area externa do Parque. Em seus estudos, Duputié (2011),
afirma que as relacdes filogenéticas entre as espécies de Manihot, estédo
diretamente relacionadas a sua distribuigéo.

Também se pode associar esses niveis de dissimilaridade genética entre
os individuos estudados, ao comportamento dos pais quanto da hibridacéo,

podendo M. reflexifolia ter se portado mais como receptora do que doadora de
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grao de polen, que se tratando de um ambiente natural esse pdlen exdgeno
pode estar contaminado, tal como, mostra os trabalhos de hibridacao
conduzidos por Nassar (2007), Diaz et. al. (2007) e Vieira et. al. (2013), onde
um grande numero de gametas exogenos é transferido para a flor feminina,
intervindo na dissimilaridade entre os pais e os hibridos resultados dos
cruzamentos.

A distancia genética dos hibridos 39, 40 e 50 identificados a partir do
padrdao de bandas com o primer SSRY 182 apresentado na figura 2, variou
numa média de 0,36 em relacdo ao parental 3 (M. reflexifolia). J& entre o
parental 22 (M. reniformis), esses possiveis hibridos apresentaram uma média
de 0,35 na distancia genética. Essa baixa dissimilaridade média entre os
hibridos e as duas espécies, pode implicar na participacdo de material genético
das duas espécies na formacdo dos mesmos.

Analisando os supostos hibridos 38, 44 e 47 identificados a partir do
padrao de bandas amplificadas pelo primer SSRY 103, mostrado na figura 3,
0S mesmos apresentaram uma média da distancia de 0,30 entre eles e o
parental 1 (M. reflexifolia). Em relagdo ao segundo parental 23 (M. reniformis),
a média da distancia genética entre eles foi de 0,36. Sendo assim, com base
também na matriz de dissimilaridade, pode-se supor que esses individuos
estdo relacionados geneticamente, identificando seus parentais, tendo M.
reflexifolia e M. reniformis como seus parentais.

A partir da andlise de agrupamento pelo método UPGMA, gerou-se um
dendograma separando os individuos estudados em 4 grupos (Figura 4).

Entretanto, tratando-se de estudo de identificacdo de possiveis hibridos
e seus parentais, a matriz de distancia genética passa ser bastante (til, pois
nos permite comparar cada hibrido isoladamente com o0s seus provaveis
parentais, tendo como base a distancia genética. Faleiro et al., (2003), Santos
et al., (2011) fizeram uso de marcadores moleculares para discriminar a
similaridade genética dos individuos estudados tendo como base principal a

matriz de dissimilaridade.
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Figura 4: Dendrograma circular gerado a partir da analise de agrupamento pelo
método UPGMA. Individuos 1 — 21 destacados em verde: M. reflexifolia; 22-35
destacados em vermelho correspondem a M. reniformis e 36 — 50 destacados
em azul representam os possiveis hibridos. G1: grupo 1; G2: Grupo 2; G3:
Grupo 3 e G4: Grupo 4. Individuos agrupados com base na dissimilaridade
genética.

O grupo 1 (G1) é formado por todos os individuos M. reniformis, exceto
os individuos 38, 42, 44 e 46 que sao provaveis hibridos. Na matriz é possivel
observar que esses hibridos, 38, 42, 44 e 46, estdo muito proximos
geneticamente de M. reniformis, como mostra no dendograma, apresentando
distancia de 0,14 a 0.17, e um pouco distante geneticamente de M. reflexifolia,
com distancia variando de 0,25 a 0,89.

O grupo 2 (G2) é composto por todos os possiveis hibridos e o grupo 3
(G3) por M. reflexifolia. Entretanto, deve-se destacar que alguns hibridos se
distribuem entre os individuos M. reflexifolia, 0 que significa com base nos
dados da matriz que parecem estar mais relacionados geneticamente.

Na distribuicdo dos dados no dendograma, alguns individuos sé&o
considerados clones. A isso podemos atribuir a baixa sensibilidade dos
iniciadores SSRY para estes individuos utilizados no estudo ou que talvez

esses individuos sejam de origem apomitica. O fendbmeno da apomixia em
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espécies silvestres do género Manihot foi identificado por Nassar (1985; 2003)
em M. dichotoma Ule e M. glaziovii (Mdll. Arg.). Individuos apomiticos séo
idénticos a planta méae, pois sdo originados a partir da reorganizacdo das
células do ovario. No entanto, esses individuos ndo sédo previsiveis quanto a
sua morfologia devido as inferéncias das condicdes ambientais no qual ele esta
inserido (VIEIRA et al. 2013).

O hibrido 43 se destaca em relagdo a seu posicionamento no
dendrograma, formando um grupo isolado, o grupo 4 (G4). O hibrido 43 esta
muito distante dos possiveis parentais (Figura 5). A maior distancia dele em
relacdo aos supostos parentais, M. reflexifolia e M. reniformis, é de 0,69 e 0,63,
respectivamente.

Ao comparar o individuo 43 com os demais hibridos avaliados, observa-
se também, uma alta distancia genética, variando de 0,25 a 0,56.

O hibrido 43 pode até mesmo ser considerado uma possivel nova
espécie dado seu distanciamento genético. Entretanto, os estudos moleculares
conduzidos neste trabalho somente, ndo permitem esse tipo de concluséo.
Sendo assim, sdo necessarios outros tipos de estudos correlacionados a
filogenia, & morfologia e também o uso de um numero maior de marcadores
com alto valores de PIC (Polymorphism Information Content), até mesmo
marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) para melhor
discriminacéao e aliados as informac¢fes de sequenciamento genético.

Entretanto, os marcadores SSR usados no presente estudo foram
capazes de separar as duas espécies e apontar possiveis hibridos dentro do
material selecionado morfologicamente.

A identificacdo dos hibridos junto aos seus progenitores confirma as
fracas barreiras de isolamento reprodutivo, existente no género Manihot,
gerando variabilidade genética que, ao ser explorada, podera auxiliar na

mitigacdo dos principais fatores bidticos e abiéticos da cultura.
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Andlise citogenética:

Este é o primeiro trabalho citogenético que faz uso da técnica de
Hibridacdo Gendmica in situ - GISH com espécies silvestres do género
Manihot. Sendo assim, houve necessidade de se ajustar metodologias para
obtencdo de resultados mais consistentes. Outros géneros da familia
Euphorbiaceae, no entanto, foram estudados citogeneticamente, como Ricinus
(VASCONCELOS 2010); Manihot (MAGOON 1970; NASSAR 2000;
CARVALHO & GUERRA 2002; CARVALHO et al., 2009); Jatropha (SOUZA,
2014), porém, apenas no género Jatropha, foi aplicada a técnica de GISH
(SOUZA, 2014).

Melo et al. (2015), realizaram estudos com Passiflora fazendo uso de
GISH e afirmaram que os ajustes de metodologias sdo as maiores dificuldades
na aplicacdo da técnica. Esses ajustes estdo relacionados principalmente com
a concentragcdo de DNA bloqueador de um dos parentais envolvidos para
permitir a distincdo dos genomas parentais pos-hibridizacao.

Apesar de cromossomos morfologicamente pequenos e similares, foi
possivel a execucdo da GISH nos hibridos naturais de Manihot junto aos seus
parentais M. reflexifolia e M. reniformis a partir de células mitdticas em
metafase. Para a definicdo das propor¢cées sonda/DNA bloqueador foram feitos
varios testes, sendo que a melhor proporcédo, sonda (M. reflexifolia)/bloqueio
(M. reniformis), foi de 1:40 (Figura 6 A — M).

Segundo Schwarzacher e Haslop-Harrison (2000), para estabelecimento
da GISH, faz-se necessério reparar e otimizar diversos fatores como: variacdes
nas concentragbes sonda: bloqueio de DNA dos genitores; tamanhos dos
fragmentos de DNA para preparacdo das sondas/bloqueio e células mitéticas

com metéafase de qualidade.
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Figura 6: Teste da sonda gendbmica em células metafasicas dos supostos
hibridos, tendo M. reflexifolia com sonda e M. reniformis como blogqueio na
proporcao de 1:40. A — D: Visualizacao das laminas com o corante DAPI; E —
H: Visualizacdo da sonda marcando os cromossomos. | — M: Sobreposicéo
das colora¢des. Escala da barra = 10pl.

Devido ao aprimoramento da técnica, a figura 7 apresenta uma metafase
do hibrido incompleta, podendo-se visualizar apenas parte do seu cariétipo, o
que ndo implica na observacédo da hibridizacdo e funcionalidade da técnica.

A GISH realizada nas células em metéafase dos hibridos apresentou
corados em vermelho, cromossomos hibridizados ao DNA gendmico de M.
reflexifolia. Os cromossomos corados em azul sédo oriundos de M. reniformis.
(Figura 7C). O DNA de M. reflexifolia utilizado como sonda, que hibridizou
regides dos cromossomos presente na metafase dos hibridos e o DNA de M.
reniformes usado como bloqueio, anelou-se em regides complementares nos
cromossomos dos hibridos, impedindo nessas regides a hibridizacdo da sonda,
e tornando possivel a identificacdo das espécies silvestres como progenitores
dos hibridos.
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Figura 7 (A-C): Hibridizagdo Gendmica in situ. A e B — Laminas com sonda de
M. reflexifolia e Blogueio de M. reniformis, visualizada em corantes diferentes;
C — Sobreposicdo dos corantes e hibridizacdo cromossémica na lamina do
hibrido. Observando-se cromossomos em vermelho hibridizando regifes do
genoma de M. reflexifolia e em azul, regides do genoma do hibrido
semelhantes ao de M. reniformis. Escala da barra = 10pl.

O uso da técnica GISH para identificacdo de hibridos naturais ou
artificiais e para a deteccado de cromossomos recombinados tem sido aplicada
em diversos grupos de plantas (MARASEK et al., 2004; CONTRERAS et al.,
2012; MELO et al., 2015). Neste estudo, a técnica de GISH foi aplicada pela
primeira vez em Manihot, a fim de se identificar no cariétipo dos hibridos e os
genomas dos genitores M. reflexifolia e M. reniformis. A técnica continua sendo
aprimorada para o género, mas foi possivel confirmar o carater hibrido dos
individuos investigados, sendo M. reflexifolia e M. reniformis, seus parentais.
N&do foi possivel, entretanto, detectar a ocorréncia de cromossomos
recombinantes, possivelmente devido os hibridos serem de origem recente.
Hibridos antigos podem apresentar grandes quantidades de translocacfes
entre seus Cromossomos em processos continuos de estabilizacdo e
recuperacdo da meiose para producdo de gametas viaveis (CHASE et al.
2003).

Com a coloragéo feita com os fluorocromos CMA e DAPI, foi possivel
observar que M. reflexifolia e M. reniformis, junto aos hibridos, compartilham
um cariétipo estavel, com nimero cromossémico 2n=36 (Figura 8 - 10). Esse
tipo de analise também permitiu confirmar que os hibridos naturais realmente
sao oriundos do cruzamento entre M. reflexifolia e M. reniformis.

Observando-se as células em metafase nas laminas de M. reflexifolia,
detectou-se um par de cromossomos corado positivamente com CMA nas duas

regides teloméricas o que ndo é comum dentro do género Manihot. Carvalho &
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Guerra (2002) realizaram andlise citogenética com espécies do género Manihot
usando coloragdo CMA/DAPI. Para todos os cariétipos, foi observado apenas
padrées de bandas com marcacdo em um dos teldomeros com CMA+. A
coloracdo CMA tem afinidade com regides heterocromaticas ricas em pares de
base citosina e guanina, regibes consideradas conservadas. Sendo assim,
buscou-se nas laminas dos hibridos e de M. reniformis essa mesma marca nos

dois teldmeros observada em M. reflexifolia com CMA/DAPI (Figura 8 A — F).

Figuras 8 (A — F): Laminas mitéticas de M. reflexifolia coradas com
CMA/DAPI. A e B: Cromossomos corados de DAPI e CMA respectivamente; C
— Sobreposicao dos fluorocromos, sendo possivel observar cromossomos com
bandas CMA nos dois bracos. D e E: Diferentes metafases mostrando essa
marca; F: Ampliagdo do par de cromossomos com a marca CMA nos dois
bracos. Escala da barra = 10yl.

Em M. reniformis ndo foi encontrada esta marca CMA+ no telébmero do
braco curto e do brago longo do par de cromossomos homélogos, apds a
coloragdo das laminas com CMA/DAPI (Figura 9 A — C). J& nos individuos
hibridos analisados, foi possivel observar essa marca CMA no teldmero do
braco curto e do brago longo em apenas um dos cromossomos (marcacao em
heterozigose) (Figura 10 A — M) estando os demais cromossomos do
complemento corados em apenas uma regido, como os apresentados em M.

reniformis
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Figura 9 (A — C): Laminas mitdticas de M. reniformis coradas com
fluorocromo, A: Coloragdo com DAPI; B: Coloragdo com CMA; C:
Sobreposicado das imagens 16 e 17. Visualizagdo da marcas CMA em
amarelo e DAPI em azul, sem a presenca de cromossomos corados com
CMA nos telémeros dos dois bragos. Escala da barra = 10pl.
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Figura 10 (A — M): Laminas dos hibridos coradas com fluorocromo CMA —
DAPI. A - C: Nucleos interfasicos, sendo possivel observar cromossomos com o
sinal de CMA; D - M: Metafase com a presenca do cromossomo com a marca
CMA, presente em M. reflexifolia, estando os demais corados em apenas uma
regido do CMA ou sem marcac¢ao do sinal CMA em amarelo, em azul coloracdo
DAPI; Setas em | e M apontam o cromossomo com marcacdo em ambos 0S
bragos cromossémicos corados com CMA — DAPI. Escala da barra = 10pl.
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Carvalho et al. (2009), analisando o0s cromossomos metafasicos
mitoticos de espécies do género Manihot, observaram uma diferenca marcante
no numero e posicdo das regibes organizadoras dos nucléolos entre M.
leptophylla Pax & K. Hoffm e M. glaziovii, sendo este considerado um bom
marcador espécie-especifico. Sendo assim, pode-se fazer uso dessa marca,
considerando a coloragdo com CMA como um bom marcador espécie-
especifico, afirmando assim, a origem genética dos hibridos naturais, indicando

seus parentais por meio do uso de caracteristicas citogenéticas.

Andlises de viabilidade polinica

Para analises da viabilidade polinica de M. reflexifolia, M. reniformis e
dos possiveis hibridos naturais, utilizou-se o corante azul de Alexander, o qual
cora de verde os grdo de pélen invidvel e de avermelhado os graos de pdlen
vidvel (Alexander, 1980). Analisou-se um total de 60 laminas, contendo uma
antera cada, sendo 20 laminas por espécies (M. reniformes e M. reflexifolia) e

20 para o possivel hibrido natural (Tabela 2).

Tabela 2: Viabilidade polinica das espécies M. reniformis, M. reflexifolia e dos
possiveis hibridos. O total de grédos de poélen foi observado em 20 laminas de
cada espécie e do possivel hibrido.

M. reniformis M. reflexifolia Hibridos
Graos de polen viavel 4.727 5.334 5.717
Grao de pélen inviavel 260 126 138
Total analisado 4,985 5.460 5.855
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Em M. reniformis, 96,7% dos gréos de polen foram viaveis e 5,3%
mostraram-se nao viaveis. Observando as laminas de M. reflexifolia, 97,6% dos
graos de polen identificados de um total de 5.460, foram viaveis e 2.3%, néo
vidveis. Os hibridos apresentaram resultados semelhantes a M. reflexifolia
quanto a viabilidade polinica, apresentando 97,6% de gréo de pdlen viavel, e
2,3% do total mostraram-se néo viaveis.

Estudar a viabilidade do gréo de pélen permite identificar o potencial das
plantas para cruzamentos. Para Pefaloza (1995), este estudo € importante
para investigar possibilidades de reproducdo de uma populacdo e determinar
causas de infertilidade.

Souza (2014) afirma que percentuais de viabilidade polinica acima de
70% sédo consideradas plantas com alta viabilidade do pélen, de 31 a 69%,
como media e até 30%, baixa. No entanto, M.reflexifolia, M. reniformis e os
possiveis hibridos, apresentaram alta viabilidade polinica, destacando-se o0s
resultados para M. reniformis, que diante dos grdos de podlen analisados,
obteve o maior indice para grdos de polen inviaveis. Souza et al. (2002),
assegura que a viabilidade polinica depende da homologia cromossdmica entre

os individuos envolvidos no cruzamento (Figura 11 A — F).

Figura 11 (A — F): Graos de poélen corados com azul de Alexandre. A e D:
Graos de pélen de M. reniformis; B e E: Graos de pélen de M. reflexifolia; C e
F: Graos de poélen dos hibridos. Setas em branco indicando graos de poélen
inviavel (B e C). Em vermelho, ampliacdo do gréo de polen viavel (A). Escala
da barra = 30pl.
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Andlises das laminas com coloragdo convencional de M. reflexifolia, M.
reniformis e dos hibridos, mostraram que os individuos investigados,
apresentam cariotipos semelhantes quanto o tamanho e quantidade dos

cromossomos (Figura 12 A — C).
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Figura 12 (A — C): Laminas em metafase com coloracédo convencional por meio
do corante Giemsa 2%. A: M. reflexlifolia; B: M. reniformis; C: hibrido. 2n = 36.
Escala da barra = 10pl.

Todos apresentaram cromossomos de tamanhos pequenos e exibiram
n=18 ou 2n=36,como encontrados por Magoon et al. (1970); Nassar (1978);
Nassar et al. (1998); Nassar (2000); Carvalho & Guerra (2002); Carvalho et al.
(2009) em trabalhos com Manihot, confirmando assim, a forte homogeneidade
do cariotipo (CARVALHO et al. 2009) e as fracas barreiras de isolamento
reprodutivo (NASSAR 2000) das espécies do género Manihot.

Conclusdes

A identificacdo e caracterizacdo, molecular e citogenética, de espécies
silvestres e de hibridos naturais contribui em grande escala para a variabilidade
do género, a qual pode ser investigada junto a programas de conservagao e
mehoramento.

Os primers SSR utilizados mostraram-se eficientes quanto a
discriminalidade das espécies M. reniformis e M. reflexifolia, identificando a
partir do padrdo de bandas, suas possiveis progénies. A eficiéncia da
transferabilidade desses primers também foi confirmada neste estudo

A técnica GISH ainda necessita de alguns ajustes para melhor eficiéncia
dentro do género Manihot, ajustes relacionados a proporcdo de sonda e DNA
bloqueio. Uma vez que, este o primeiro trabalho a utilizar GISH no género
Manihot, é pertinente afirmar que a técnica foi eficiente na identificacdo dos

hibridos junto aos seus progenitores.
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Dentre todos os trabalhos em diferentes espécies do género Manihot
utilizando a técnica CMA/DAPI, este foi o primeiro a detectar uma banda CMA+
nos telémeros de um par de cromossomos. Como visto em M. reflexifolia, essa
banda se torna um bom marcador espécie — especifico, subsidiando outros
estudos do género.

A técnica CMA/DAPI foi eficiente na identificacdo das espécies silvestres
em estudo como progenitoras dos hibridos investigados, confirmando os
resultados da GISH.

A partir dos resultados da viabilidade polinica identificou-se o potencial
das plantas para cruzamentos, gerando os hibridos identificados.

O uso de técnicas da biologia molecular e da citogenética foram
eficientes na identificacdo dos hibridos, contribuindo, sobretudo, para estudos
posteriores sobre o género Manihot, permitindo a identificagdo de novas
potencialidades dos hibridos e dos seus progenitores, a conservagdo e
multiplicagdo desses materiais em outros ambientes fora do seu natural,

gerando informacdes que podem sanar os principais problemas do género.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados demonstraram que o uso de técnicas de diferentes areas
foi eficiente na caracterizacdo e identificacdo dos hibridos e dos seus
progenitores.

A anatomia vegetal foi eficiente na caracterizacdo e identificagcdo dos
individuos em estudos, a partir de caracteres anatdbmicos e subsidiou a
taxonomia dos hibridos e seus progenitores.

Iniciadores mircrossatélites SSR foram eficientes na discriminacdo das
espécies em estudos e dos hibridos, contribuindo para identificacdo da
variabilidade genética e das relacdes filogenéticas. ldentificar os progenitores
junto aos hibridos, a partir do padrao de bandas de amplificacdo, mostrou-se
ser um método eficiente na andlise dos dados moleculares. O resultado
encontrado na técnica de CMA/DAPI, banda CMA+ nos teldmeros de um par
de cromossomos foi de suma importancia na identificacdo dos hibridos e
podera subsidiar novos estudos citogenéticos que visem identificar espécies do
género Manihot.

Existe a necessidade de aprimorar a técnica GISH para a citogenética
de Manihot para que seja possivel obter um maior progresso quanto a sua
aplicabilidade.

A identificacdo dos hibridos, somada aos resultados de viabilidade
polinica, confirma a existéncia de fracas barreiras de isolamento reprodutivo,
no género, o que facilita a hibridacdo entre as espécies, gerando variabilidade
genética a qual pode solucionar problemas bi6ticos e/ou abibticos que afetam a
cultura.

O uso de diferentes ferrramentas permitiu a identificacdo de um novo
hibrido natural no género Manihot, indicando que no género existe um

importante reservatério genético ainda a ser investigado e explorado.

88



