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ESTUDO DE APOMIXIA EM DIFERENTES NIVEIS DE PLOIDIA NO
MANIHOT

(CHAIB-FERREIRA, A. M.; Mestrado em Botanica)

Resumo

A apomixia em Manihot vem sendo estudada pelo Professor Nassar desde 1995.
Estudos tém sido feitos desde entdo para elucidar os processos genéticos envolvidos
nesse fendmeno. No presente estudo foram feitas analises morfol6gicas em 6vulos por
meio da técnica de Clearing, além da avaliacdo das configuracdes cromossémicas e da
viabilidade polinica de trés variedades: a cultivar 307-2 (dipl6ide); o hibrido poliploide
entre Manihot esculenta Crantz e M. glaziovii Arg. Muell.; e do hibrido polipléide entre
M. esculenta e M. anémala Poll.. Com o intuito de verificar o estagio de
desenvolvimento da flor em que se inicia 0 surgimento do embrido, foram feitas
analises com varios tamanhos de flores (entre 2 e 9 mm). Foram feitos trés tipos de
tratamento, coletas de flores antes da antese, apos a antese com protecdo de plastico
PVC, e apds a antese sem protecdo para verificar se a polinizacdo induz ou ndo a
apomixia em Manihot. Na analise citogenética da cultivar 307-2 foi encontrado
pareamento regular de 18 bivalentes na metafase I. Na analise embriénica foi observado
14% dos 6vulos com embrides multiplos, isto €, 14% de apomixia para flores fechadas,
indicando que nesse caso a polinizacdo ndo foi necessaria para a formacao de embrides
do tipo adventicio. No hibrido poliploide entre Manihot esculenta e M. glaziovii, foi
encontrado nimero de 72 cromossomos nas 15 metéfases analisadas, sendo notado
média de formacédo de 3 quadrivalentes e 30 bivalentes, confirmando a poliploidizacao
artificial. Quando foram analisados seus 6vulos, notou-se um indice de 11% de
apomixia, o que indica que a duplicacdo do material cromossdmica interfere na
expressao dessa caracteristica, uma vez que no hibrido diploide ndo foi encontrado
multiembrionismo. No hibrido polipldide entre M. esculenta e M. andmala Poll. foi
encontrado numero de 72 cromossomos sendo representados por 4 univanentes e 28
bivalentes, o que confirma a poliploidizacgéo artificial. A analise embriénica mostrou

2% de embrides maltiplos e revelou surgimento de apomixia, que ndo se encontra no
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tipo dipldide. Além disso, na andlise polinica foram testados dois corantes diferentes
para comparacdo. A alta viabilidade polinica encontrada demonstra que esse fator nao
estd inversamente relacionado ao aparecimento de apomixia, e que as poliploidizacdes
realizadas restauraram a viabilidade que se havia perdido no hibrido interespecifico. O
uso do corante carmina e Alexander no hibrido M. glaziovii x mandioca teve 0 mesmo
resultado. Como o corante carmina é muito mais facil no preparo e na aplicacdo do que
0 corante Alexander, recomenda-se 0 uso do corante carmina no tratamento para

determinar a viabilidade de pdlen.

Palavras-chave: Pseudogamia, multiembrionismo, aposporia.
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STUDIES ON DIFERENTS PLOIDY LEVELS OF APOMIXIS IN MANIHOT
SPP.

(CHAIB-FERREIRA, A. M.; Mestrado em Botanica)

Abstract

Apomixis in Manihot has been studied by Professor Nassar since 1995. Since
then, studies have been made to elucidate the genetic e botanic processes involved in
this phenomenon. In the present study, ovules of three varieties were analyzed by the
technique of clearing, as well as the evaluation of chromosomal configurations and
pollen viability of three types: the cultivar 307-2 (diploid), the polyploid hybrids of
Manihot esculenta Crantz with M. glaziovii Arg. Muell.; and the polyploid hybrid of M.
esculenta with M. anomala Pohl. Various sizes of flowers (between 2 and 9 mm) were
analyzed in order to verify if pollination is necessary for multiembrionic formation, and
determine at which flower development stage the embryo occurs. Three types of
treatment were used: the use of flowers before anthesis; after anthesis with protective
PVC plastic; and after anthesis without protection, to check whether or not pollination
induces apomixis in Manihot. The cultivar 307-2 revealed regular 18 bivalents at
metaphase. The embryonic study showed 14% of apomictic flower buds, indicating that
pollination was not necessary for the formation of adventitious embryos. 72
chromosomes were found in polyploid hybrids of Manihot esculenta with M. glaziovii.
In the 15 metaphases analyzed, it was noted an average of three quadrivalents and 30
bivalents, confirming the polyploid. The 11% apomixes rate indicates that chromosome
duplication has led to apomixes induction. On the polyploid hybrid of M. esculenta with
M. anomalous Pohl, it was found 72 chromosomes constituting 4 univalents and 28
bivalents, confirming the artificial polyploidization. Pollen analysis showed that high
pollen viability is not inversely related to the occurrence of apomixes. The carmine dye

proved far more reliable and practical for measuring pollen viability.

Key-words: Pseugamy, multiembryos, apospory.
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1. INTRODUCAO

A apomixia € um mecanismo de reproducdo geneticamente controlado em que
ocorre o desenvolvimento do embrido sem a unido do nucleo espermatico do pélen com
a oosfera (Bashaw, 1980). O embrido se desenvolve a partir de células somaticas ou da
oosfera ndo reduzida, tendo exatamente a mesma constitui¢cdo da planta mae. Portanto, a

planta decorrente & um clone da planta mae (Asker & Jerling, 1992).

A principal vantagem desse mecanismo para a planta é a fixacdo de gendtipos
vantajosos, permitindo a sobrevivéncia em ambientes hostis sem que a segregacdo
genética a ameace pela perda de importantes caracteristicas (Koltunow et al., 1995;
Nassar et al., 2006).

O cultivo da M. esculenta é atualmente propagado de forma vegetativa. Apesar
de garantir a heterose por ser um tipo de clonagem, apresenta limitacdes fitossanitarias.
A cada ciclo as estacas utilizadas encontram-se mais contaminadas devido ao acimulo
de virus e bactérias. Com o passar do tempo, a produtividade e a viabilidade das estacas
diminuem, podendo levar a extincdo de variedades com importancia econémica, que

poderiam ser fontes de importantes genes (Nassar, 2000, 2003, 2006a).

Adotar a apomixia na M. esculenta surge como uma alternativa para esse
problema de duas principais formas. Primeiro por garantir a manutencdo de uma certa
variedade, evitando segregacdo genética e mantendo o vigor hibrido. Segundo por
possibilitar a utilizacdo de uma semente limpa, desprovida de patdégenos. Outros pontos
positivos sdo 0 armazenamento, o0 plantio, e o transporte facilitados
(Nassar,1995; Nassar et al., 1997, 2000; Nassar & Collevatti, 2005). Portanto, apesar de

escassos, 0s estudos de apomixia em Manihot sdo muito importantes.

O embrido apomitico pode se desenvolver de duas maneiras diferentes. Quando
se origina da célula mae do megasporo, trata-se de apomixia gametofitica. Nesse caso
pode haver formacao de um saco embrionério ndo reduzido (diploide), que pode formar-
se por dois caminhos: diplosporia ou aposporia. Ja quando o embrido se origina de uma
célula somatica, trata-se de apomixia esporofitica e pode ser também chamada de
embrionia adventicia (Asker & Jerling, 1992). Desse modo n&o h& relacdo com o saco
embrionario, e os embribes dipldides desenvolvem-se diretamente a partir de células

somaticas do 6vulo, ndo advindas da oosfera.



Varios estudos confirmam a natureza genética da apomixia, mas ela ainda néo ¢
uma caracteristica completamente controlada (Ramulu et al., 1999; Ozias-Akins, 2006;
Rodrigues & Koltunow, 2005; Dall’agnol & Schifino-Wittmann, 2005). Sua heranca é
complexa, apesar de aparentemente controlada por poucos genes. Tanto ac0es génicas
recessivas como dominantes tem sido relatadas para a mesma espécie, ou diferentes
especies. A presenca de apomixia pode ser obrigatéria ou facultativa na mesma espécie,
assim como variagfes no grau de expressdo da apomixia facultativa na espécie (Hanna,
1995).

A apomixia ja foi relatada em mais de 35 familias de plantas (Hanna & Bashaw,
1987). Ocorre principalmente nas familias Poaceae e Asteraceae, e inclui importantes
espécies utilizadas comercialmente, como por exemplo, Zea mays (milho), Triticum
sativum (trigo), Brachiaria spp. (braquiara), Beta vulgaris (beterraba), Fragaria vesca

(morango) e Mangifera austroyunnanensis (manga).

Algumas espécies silvestres de Manihot apresentam apomixia, entre elas M.
glaziovii (Nassar, 2001; Nassar, 2007). Embora essa caracteristica possa ser transferida
pela hibridacdo interespecifica, a progénie é estéril, ou pode ndo resultar em
combinacdo génica desejavel, devido a incompatibilidade entre as plantas (Stebbins,
1985).

A poliploidia, que é a duplicacdo cromossdmica em certa planta, vem sendo
relacionada a apomixia por alguns autores (Asker & Jerling, 1992; Dall’agnol e
Schifino-Wittmann, 2005; Nassar, 2006). Essa também pode ser uma maneira de se
restituir a viabilidade de plantas estéreis provenientes de cruzamento interespecifico.
Nesse caso, 0s cromossomos ndo homologos, ao serem duplicados, passam a ter um
homdlogo para realizar o pareamento. Algumas poliploidizacdes artificiais foram
realizadas com sucesso por Nassar e sua equipe, entre as quais estdo os hibridos M.
esculenta Crantz x M. glaziovii Muell.-Arg. , e M. esculenta Crantz x M. anomala Pohl
(Nassar 1992, 2003).

As espécies silvestres de Manihot foram usadas sistematicamente por Nassar
desde 1975 no melhoramento da cultura para a hibridacdo com a M. esculenta. Varios
hibridos interespecificos que foram obtidos por Nassar mostraram utilidades
econbmicas (Nassar, 2010), como valores altos de proteina (Nassar & Costa, 1978;
Nassar & Dorea, 1982; Nassar, 2007), resisténcia a seca (Nassar, 1978d; Nassar, 2001),



resisténcia a doencas (Nassar, 1978a ,b,c) fonte de carotenodides (Nassar, 2007), e
apomixia (Nassar et al., 1998; Nassar, 2005). Havia também certa possibilidade de que
os tipos poliploides pudessem adquirir natureza apomitica, que ndo se manifestava no
individuo dipldide.

Essas hipoOteses nos despertaram interesse para examinar tipos dipldides e

polipléides para verificar a existéncia de multiembrides.

Sabendo-se que ha espécies em que o multiembrionismo apenas se manifesta
apos ocorrer polinizacdo, e também aquelas em que o endosperma desenvolve-se

autonomamente, buscamos identificar qual processo esta presente em Manihot.

A viabilidade polinica é importante para a compreensdo dos resultados obtidos,

portanto utilizamos dois métodos diferentes para medir-la.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A apomixia é o desenvolvimento de sementes sem a unido do nucleo
espermatico do polen com a oosfera (Bashaw, 1980). O embrido se desenvolve a partir
de células somaticas ou da oosfera ndo reduzida, tendo exatamente a mesma
constituicdo da planta mde. A manutengdo do gendtipo é conveniente agrondmica e
evolutivamente, possibilitando a propagacéo de cultivares de alto potencial; a fixacéo de
genes de adaptacdo, sem perdas genéticas e sem acimulo de contaminagdo. Além disso,
evita a erosdo genética, isto é, o desaparecimento total de um gene por meio de

segregacdo genética (Nassar, 2001, 2009).

A apomixia estd presente em cerca de 15% das familias das angiospermas.
Setenta e cinco por cento das espécies apomiticas estdo nas familias Poaceae,
Asteraceae e Rosaceae. O primeiro relato sobre o que hoje se denomina apomixia foi
em 1841, quando uma planta feminina de Alchornea (Euphorbiaceae) cultivada
isoladamente no Jardim Botanico de Kew, em Londres, formou sementes, o que se

explica somente pela presenca de apomixia (Dall’agnol E Schifino-Wittmann, 2005).

A maioria das angiospermas se reproduz sexualmente. Produzem gametas
advindos da meiose, e a fusdo desses gametas gera um novo individuo, com um novo
gendtipo, a partir do desenvolvimento do embrido. Na formacdo dos gametas das
plantas superiores o resultado final é um pdlen com dois nicleos, e um saco
embrionario com oito nucleos; sendo denominados antipodas (trés); nucleos polares

(dois); oosfera (um); e sinérgides (duas) (Tucker & Koltunow, 2009).

Nas flores masculinas sdo formados quatro micrésporos (n) apds duas meioses.
A formacéo do pdlen decorre de duas divisdes mitéticas nos microsporos. A primeira
divisdo produz um tubo nuclear e um nucleo generativo. A segunda divisdo ocorre
apenas nesse nucleo, formando duas células espermaticas. Quando o pdlen germina pelo
estigma, seus nucleos podem chegar ao saco embrionario. Um desses nucleos se fundira
aos nucleos polares formando o endospema (3n), e o outro se fundira com a oosfera e
dara origem ao embrido. (Singh, 2002). Na M. esculenta o estigma é receptivo durante
24 horas ap06s a antese da flor feminina. E o periodo entre a polinizagdo e a fertilizacdo

pode variar entre 8 e 19 horas (Chandraratna & Nanayakkana 1948).



Na divisdo gamética feminina (megagametogénese) ocorrem duas meioses a
partir da célula mde do megasporo, que formam quatro células (n), trés degeneram e
apenas um megasporo nomalmente sobrevive. Em seguida, para a formacdo do 6vulo,
ha trés divisdes mitoticas. Na primeira divisdo, um ndcleo do megasporo se divide
dando origem a micropila priméaria e ao ndcleo calazal primario. A segunda divisdo
forma dois nucleos em cada extremidade. Por fim a terceira resulta em quatro nucleos
em cada pélo. Um nucleo de cada p6lo migra para a regido central do saco embrionério,
e passam a ser chamados nucleos polares. Um dos trés nicleos que se situam na regido
micropilar se diferencia gerando a célula ovo, enquanto as outras duas serdo
denominadas sinergidas. As outras trés na extremidade calazal sdo as antipodas. Para
cada nucleo ocorre formacdo de parede celular, a ndo ser para os nucleos polares que
recebem uma mesma parede. Esse conjunto forma o saco embrionério (Yang et al.,
2010).

Durante a polinizacdo, e fertilizacdo nas plantas superiores, os grdos de
polen caem no estigma. O tubo polinico cresce até a micropila, e
entra na nucela. Os dois nlcleos  espermaticos sdo  liberados no saco  embrionario.
Um ndcleo se une a oosfera para dar origem a um zigoto 2n (embrido). O outro se funde
com o nucleo secundério para formar o endosperma tripldide . A partir desta dupla

fecundacdo, uma semente se desenvolve (Singh, 2002).

Porém nem sempre a formacdo dos gametas e a dupla fertilizacdo ocorrem
normalmente. A formacdo de sementes que ndo passam por esses processos podem
seguir outras rotas de desenvolvimento, como por exemplo, as vias apomiticas de
reproducdo assexual. H& dois tipos principais de apomixia, segundo Asker & Jerling

(1992), que estdo descritos a seguir.

Na apomixia gametofitica h4 formacdo de um saco embrionério ndo reduzido
(diplo6ide), por dois caminhos diferentes: diplosporia ou aposporia. Nestes sacos
embrionarios ndo reduzidos, havera desenvolvimento do embrido a partir da oosfera ou,
mais raramente, a partir das sinérgidas ou antipodas . O endosperma pode desenvolver-
se também autonomamente, ou seja somente a partir dos nucleos polares, ou pela unido
de um nucleo masculino com o0s nucleos polares (pseudogamia). Em apomiticos
pseudogdmicos ha, portanto, necessidade de polinizacdo, mas apenas para a formacao

do endosperma (Schallau et al., 2010).



Na outra forma de apomixia, a apomixia esporofitica, também chamada de
embrionia adventicia, comum em espécies de Citrus e Mangifera, ndo ha formacéo de
sacos embrionarios, mas os embrides diploides desenvolvem-se diretamente a partir de

células da nucela ou tegumentos do évulo (Asker & Jerling, 1992).

Apesar de anteriormente considerada como um “beco sem saida” evolutivo, as
recentes descobertas sobre a variabilidade genética, e heranga em apomiticos, indicam
um grande potencial deste modo de reproducdo para o melhoramento genético de
plantas. A apomixia é uma caracteristica com consideravel plasticidade génica, podendo

haver varios graus de expressdo em uma mesma espécie. (Ozias-Akins, 2006)

O endosperma também pode desenvolver-se autonomamente, ou seja, somente a
partir dos nucleos polares. Por outro lado, ha o desenvolvimento por pseudogamia, que
¢ a unido de um ndcleo espermatico do pélen com os ndcleos polares sem a fecundacgéo
da oosfera. Em apomiticos pseudogamicos hd, portanto, necessidade de polinizacéo,
mas apenas para a formacdo do endosperma. Deve-se levar em consideracdo tambeém
que tanto apomixia como anfimixia pode ocorrer no mesmo individuo. Algumas plantas
apomiticas nao desenvolvem sementes sem que haja polinizacdo, sendo
obrigatoriamente pseugamicas. Ja outras plantas desenvolvem multiembrides sem que

haja polinizagdo (Nogler, 1984).

A apomixia esta freqlientemente associada com alta esterilidade de pdlen (Grant,
1981). Essa esterilidade esta relacionada com a ma formacdo dos gametas originada
principalmente pela aneuploidia (Stebbins 1971). A aneuploidia ocorre quando ndo ha o
pareamento devido das cromatides, acarretando em ma formacdo de quiasma e
conseqiiente segregacdo irregular dos cromossomos. Os individuos oriundos desses
gametas terdo numero cromossémico anormal (ex: 2n+1; 2n-1; 2n+2; entre outros).
Carvalho et al. (2009) observaram pareamento irregular em muitas variedades de M.
esculenta. O cruzamento interespecifico também pode ser uma causa da ma formacéo
de gametas, pois 0s cromossomos nao homélogos, que diferenciam as espécies, ndo se
pareiam, resultando em univalentes e aneuploidia. Nesses casos a apomixia serviria de
escape para a manutencdo da espécie, propagando genotipos vantajosos (Richards,
1997). Isto é, aqueles individuos que possuem genes de apomixia poderdo ser
perpetuados e salvos e aqueles que ndo possuem morrem e serdo extintos da populagéo

por ndo gerar gametas viaveis.



A apomixia em M. esculenta foi relatada pela primeira vez por Nassar em 1979.
Estudos posteriores apontaram que se tratava de apomixia apospdrica (Nassar, 1995;
Nassar et al., 1998; Nassar et al., 2000; Nassar, 2001; Nassar, 2003). Caracteristicas
uniformes na morfologia das progénies de hibridos interespecificos e 0 uso de genes
marcadores em cruzamentos controlados foram os primeiros indicios de apomixia
encontrados por Nassar (1995). A partir dai, outras analises mais criteriosas, como

andlise anatdmica do 6vulo, devem ser feitas (Nassar, 2001).

Atualmente a propagacdo comercial da M. esculenta é realizada
vegetativamente. Apesar de garantir a heterose por ser uma clonagem, apresenta
limitacGes fitossanitérias, pois a cada ciclo as estacas utilizadas encontram-se mais
contaminadas devido ao acumulo de patégenos, limitando a exploracdo da

produtividade da M. esculenta (Nassar, 2006).

Nesse contexto, a introducdo de apomixia na M. esculenta pode ser uma
alternativa para o problema por garantir a manutencdo de certa variedade, e por
possibilitar a utilizacdo de uma semente limpa, desprovida de patdgenos. Como citado

anteriormente.

A natureza genética da apomixia foi estudada por alguns autores (Ramulu et al.,
1999; Ozias-Akins, 2006; Asker & Jerling, 1992; Rodrigues & Koltunow, 2005), mas
ainda ndo é uma caracteristica completamente controlada (Dall’agnol & Schifino-
Wittmann, 2005). Mas sabe-se que a maioria das plantas apomiticas € polipl6ide (Asker
& Jerling, 1992). Uma das dificuldades encontradas é a plasticidade dessa caracteristica,
e em cada espécie a apomixia pode se expressar de forma diferente. Por isso €
importante que se investigue exaustivamente a apomixia em todas as espécies em que se

encontra.

Em Paspalum notatum, foi verificado que os resultados de analise de apomixia
nas progénies eram mais bem explicadas por um modelo modificado de heranca
tetrassdmica de apenas um gene dominante com efeito pleiotropico e penetrancia
incompleta (Martinez et al., 2001). Isso é importante no estudo de apomixia para M.
esculenta, pois a natureza alopoliploide em Manihot € documentada como um
fendmeno natural (Sardos et al., 2009), o que pode estar relacionado com o

aparecimento de apomixia na espécie.



A poliploidia, que é a presenca de mais de dois conjuntos cromossémicos no
mesmo nucleo (Soltis & Soltis, 2000), é considerada um fendmeno comum no reino
vegetal e reconhecida como um importante processo para a geracdo da diversidade
genética (Grant, 1981; Otto & Whitton, 2000; Adams & Wendel, 2005; Soltis et al.
2009).

Organismos polipléides podem surgir por duplicacdo cromossémica de células
somaticas ou por gametas ndo reduzidos produzidos a partir de falhas na meiose durante
a esporogénese (Wet, 1971); entretanto, a formacdo de gametas ndo reduzidos parece
ser o fator predominante (Levin, 2002). E um dado relevante nesse estudo € o de que
mais de 70% das faner6gamas sdo polipléides (Moore, 2002).

Tradicionalmente, os polipldides sdo classificados como autopolipléides quando
surgem da autopolinizacdo ou cruzamento entre individuos da mesma espécie; e
alopolipléides quando surgem da hibridacdo interespecifica, como no caso do trigo
(Soltis, 2005; Otto, 2007; Sardos et al., 2009; Chantret et al., 2005).

Nos alopolipléides, a reproducdo assexuada é fundamental para a permanéncia
inicial dos hibridos na natureza ja que os hibridos interespecificos geralmente
apresentam alta esterilidade, devido a problemas de pareamento cromossdmico.

Somente apo6s a poliploidizacdo a fertilidade Ihes é restaurada (Stebbins, 1971).

O género Manihot pertence a familia das Euphorbiaceas e inclui uma importante
espécie agricola, a Manihot esculenta Crantz (M. esculenta). O primeiro botanico a
reconhecer e descrever o epiteto genérico Manihot foi Bauhin, em 1651. No entanto,
apenas uma espécie era conhecida pelos botanicos, e posteriormente, em 1753, Linneu a
classificou dentro género Jatropha e a designou Jatropha Manihot. A primeira
publicacdo pds Linneu, com maior conhecimento do género, foi de Crantz que entdo

descreveu a espécie Manihot esculenta. (Rogers & Appan, 1973).

Em 1973 Rogers & Appan publicaram a monografia mais completa do género
descrevendo 98 espécies, dentre as quais apenas a Manihot esculenta Crantz € cultivada
comercialmente em funcao de suas raizes ricas em carboidratos. Quanto a origem do
género, tanto Rogers & Appan quanto outros pesquisadores acreditam que se encontra

no continente Americano (Nassar, 1978b).



O Género Manihot é encontrado ao longo do continente Americano, desde a
latitude 30°S a 30°N, e até 1800m de altitude, e abrange 98 espécies, das quais apenas a

Manihot esculenta foi domesticada (Rogers & Appan, 1973).

Embora haja poucas evidéncias arqueologicas devido as dificuldades de
conservacdao de fosseis em ambientes tropicais (Pereira, 1989), estudos e coletas de
Nassar (1978a, 2000) indicam quatro centros de diversidade para a M. esculenta, sendo
que o0 maior esta situado no Centro-Oeste Brasileiro (Sul de Goias e Oeste de Minas

Gerais.).

Alem de M. esculenta, interessa-nos duas espécies que contribuiram na
formacéo dos hibridos estudados nesta tese, que sdo Manihot Glaziovii Muell. Arg. e M.
anomala Pohl.O material escolhido para o presente trabalho indica ser fonte potencial

de genes de apomixia Nassar (2001).

O melhoramento genético, por meio de cruzamentos interespecificos, pode
desenvolver variedades que atinjam o maximo potencial da cultura. A principal
dificuldade em se obter um hibrido interespecifico é a barreira interespecifica. Porém
ela pode ser quebrada, tornando possivel transferir as caracteristicas desejadas (Soltis &
Soltis, 2009).

Qualidades como produtividade alta; resisténcia a doencas; tolerancias a seca e
apomixia podem ser transferidas de espécies silvestres para cultivares de M. esculenta

pelo cruzamento interespecifico.

A M. esculenta possui 2n=36 cromossomos, e apresenta meiose regular com 18
bivalentes (Graner, 1935; Perry, 1943; Nassar, 1978). Tem origem alotetrapléide
segmental, tendo como nimero basico x = 9 (Umanah & Hartmann, 1973).

A compatibilidade genética entre as espécies cruzadas é importante para o
sucesso na transferéncia de genes de interesse. O principal método utilizado na
verificagdo da compatibilidade € a andlise dos cromossomos em anéfase. No
cruzamento entre Manihot esculenta e Manihot glaziovii foi observada baixa
compatibilidade genética (Nassar, 2001). O hibrido obtido desse cruzamento tem
caracteristicas importantes como resisténcia ao mosaico da M. esculenta; tolerancia a

seca; resisténcia a bacteriose; e apomixia (Nassar, 2003).



3. OBJETIVOS

e Detectar multiembionismo.
e Verificar associacdo entre multiembionismo e poliploidia.
e Verificar se ha relacédo entre polinizacao e poliembrionia.

e Comparar dois métodos de viabilidade de polen.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 LOCAL DE CONDUGCAO DOS EXPERIMENTOS

O experimento foi conduzido na Estacdo Experimental de Biologia da UnB,
localizada na latitude 15° 44’19’ e longitude 47°52°50” ¢ altitude de 1015m acima do
nivel do mar, em Brasilia, DF. O clima regional é semi-arido, tendo umidade relativa
meédia anual de 45% e temperaturas medias maxima e minima registrada de 37°C e 2°C
respectivamente; e precipitacdo média anual de 1.552.1mm.

4.2 DESCRICAO DO MATERIAL ESTUDADO

O material estudado conta de uma cultivar de M. esculenta proveniente do
hibrido de M. glaziovii e M. esculenta, que ndo expressou apomixia. Esse deu origem a
uma progénie que apresentou segregacao genética em relacdo a varios fatores, como
producdo de raizes tuberosas. Destas foram selecionadas aquelas que apresentavam boa
producdo de raizes, entre as quais se destaca a cultivar 307-2 (Nassar, 1992). Ja que na
espécie M. glaziovii foi observada apomixia, e por ser uma caracteristica herdavel,

genes de apomixia estardo presentes nestas plantas (Ozias-Akins, 2006).

Para melhor compreensdo do material estudado, segue a descricdo morfoldgica
da cultivar 307-2:

Habito arbustivo com altura entre 1,5 e 2 metros, ramificado, semi-
ereto (Fig. 1.A), caule com 5- 9 cm de didametro, com latex. Caules jovens e
maduros glabros, caules jovens verdes acinzentados, geralmente
ramificando-se em trés ramos. Folhas membranéaceas, alternas, palmadas,
simples ou com trés ou cinco lobos ovoides com apice agudo (Fig. 1.D),
margens inteiras a levemente onduladas, com nervuras actinédroma e
insercdo do peciolo basal, face adaxial verde brilhante, face abaxial
levemente clara, estipulas filiforme caducas com até 1cm, nds e cicatrizes
das folhas proeminentes. Inflorescéncia em panicula terminal, muito
ramificada com 2 flores femininas na base da inflorescéncia (Fig. 1.B).
Flores pistiladas conicas amareladas pigmentadas de roxo, com 5 tépalas
levemente intumescidas, ovario trilocular, uniovulado com estigma séssil,
com estames rudimentares e disco laranja. Flores estaminadas esféricas

verdes amareladas com pigmentos roxos, com 10 estames em 2 verticilos e
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discos vermelhos. Bracteas e bractéolas filiforme caducas. Frutos esféricos
com pequena asa pigmentada de roxo, e apice deslocado lateralmente,

pedunculo verde (Fig. 1.C).

Além desta cultivar, foram usados ainda dois hibridos interespecificos de M.
esculenta com espécies silvestres. Esses hibridos foram poliploidizados artificialmente
por meio de aplicagdo de colchicina nos botdes laterais, e posteriormente multiplicados

por propagacdo vegetativa de suas estacas.

A espécie M. glaziovii Muell. Arg. pertence a secdo Glaziovianae, em que se
encontram espécies de habito arboreo; com mais de 5 metros de altura; estipulas
persistentes; inflorescéncia em racemo ou panicula; peciolo peltado ou basal. Foi levada
para os continentes Africano e Asiatico com o intuito de servir como fonte de extracéo
de latex. Em alguns paises adaptou-se ao ponto de confundir-se com a vegetacdo nativa
(Rogers & Appan, 1973).

Quanto a M. anomala Pohl., € uma espécie da secdo Sinuatae, e € a Unica
espécie da secdo com folhas inteiras ou levemente panduratas. Arbustos de no maximo
3,0 m de altura, muito ramificado. Raizes tuberosas com alargamentos intermitentes,
com latex leitoso e odor de &acido cianidrico (HCN); epiderme amarelada, &spera
marrom claro ao marrom escuro, castanho claro subepidérmicas, cortex com uma
consisténcia aquosa. Quando jovem pode ser glabro ou pubescente; hastes maduras
lenhosas com medula pequeno, glabro ou pubescente. Folhas alternas, folhas jovens e
gemas de cor verde-amarelo forte e estipulas caducas, filiformes, glabras ou
pubescentes; peciolos com 10,0 centimetros de comprimento, glabro ou pubescente,
verde-amarelado ou vermelho escuro; incersdo na lamina basal do peciolo ndo peltada.
A variabilidade nos fen6tipos desta espécie indica um conjunto de
genes altamente heterozigotos (Rogers & Appan, 1973).

Segue a descricao do Hibrido polipléide entre M. esculenta e M. glaziovii :

Habito arboreo com altura entre 2,5 e 3,5 metros, ramificado,
tronco com 10-15 cm de didmetro (Fig. 2.B), com latex. Caules jovens e

maduros glabros, caules jovens verdes acinzentados. Folhas coriaceas,
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alternas, palmadas, predominantemente simples ou com trés lobos; as vezes
cinco lobos ovdides com éapice agudo (Fig. 2.D), margens inteiras a
onduladas, com nervuras actinédroma e inser¢cdo do peciolo basal, face
adaxial verde brilhante, face abaxial levemente clara, estipulas filiforme
caducas com até 2cm, nés e cicatrizes das folhas pouco proeminentes.
Inflorescéncia em panicula terminal, pouco ramificada com 2 flores
femininas na base da inflorescéncia . Flores pistiladas conicas amareladas a
verde, com 5 tépalas intumescidas, ovario trilocular, uniovulado com
estigma sessil, com estames rudimentares, as vezes com 10 estames com
polen, e disco vermelho. Flores estaminadas conicas verdes amareladas com
pigmentos roxos, com 10 estames em 2 verticilos e discos vermelhos, e as
vezes com ovario rudimentar. Brécteas e bractéolas filiforme caducas.
Frutos esféricos, sem asa, e &pice deslocado lateralmente, pedinculo verde

(Fig. 2.C). Peciolo de folhas e inflorescéncias longo, com cerca de 12cm.

Por fim, a descricdo do terceiro meterial trabalhado: Hibrido polipléide entre M.

esculenta e M. anomala:

Héabito arbustivo com altura entre 0,5 e 1 metros, ramificado,
procumbente (Fig. 3.A), tronco com 5 - 8 cm de didmetro, com latex. Caules
jovens glabros, e maduros pilosos durante a floragéo, caules jovens verdes
acinzentados (Fig. 3.B), geralmente ramificando-se em trés ramos. Folhas
coridceas, alternas, palmadas, predominantemente simples ou com trés
lobos, em menor quantidade cinco lobos ovoides com apice agudo (Fig.
3.C); margens inteiras a levemente onduladas; com nervuras actinédromas e
insercdo do peciolo basal; face adaxial verde; face abaxial levemente clara e
com maior pilosidade, estipulas filiforme caducas com até lcm, nds e
cicatrizes das folhas pequenas. Inflorescéncia em panicula terminal, muito
ramificada com 2 flores femininas na base da inflorescéncia. Flores
pistiladas pilosas; conicas amareladas pigmentadas de roxo; com 5 tépalas
bastante intumescidas; ovario trilocular, uniovulado com estigma séssil;
com estames rudimentares ou com 10 estames em alguns casos; e disco
laranja. Flores estaminadas pilosas; esféricas verdes amareladas com

pigmentos roxos; com 10 estames em 2 verticilos e discos vermelhos.
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Bracteas e bractéolas filiformes caducas. Frutos esféricos sem asa,

pedunculo verde a amarelo.

Foram usadas cinco plantas representativas destas variedades como fonte de

matéria para estudo.

Fig. 1. A- Aspecto geral da planta 307-2. B- Inflorescéncia com flores recém pés-anteses e um
polinizador. C- Fruto mostrando asas pequenas e pigmentadas. D- Folhas simples com trés a

cinco lobos.
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Fig. 2. A- Aspecto geral do hibrido polipléide M. glaziovii x M. esculenta. B-

Caule lenhoso. C- Fruto sem asas. D- Folhas simples com trés a cinco lobos.
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Fig. 3. A- Aspecto geral do hibrido polipldide M. andmala x M. esculenta. B- Caule com citatrizes muito

proeminentes. C- Folhas simples com trés a cinco lobos.

4.3 ANALISES DE APOMIXIA

O reconhecimento botanico da apomixia pode ser feito pelo estudo anatdmico
dos Ovulos, onde se busca observar formagdo de multiembriGes no tegumento, na

nucela, ou no saco embrionario (Nassar et al., 2006, 2007, 2008).

Para estudar possivel influéncia da polinizacdo e do estagio de desenvolvimento
da flor na presenca de Ovulos poliembriénicos, foram coletadas flores em diferentes
tamanhos, sendo que os tamanhos dos ovarios eram de 3mm; 4mm; 5mm; 6mm; 7mm;
e 8mm, e com diferentes tratamentos: pré-antese; pds-antese e pds-antese protegidas

com pléastico PVC e fita adesiva (Fig.4) .

Essas flores foram fixadas por 24 horas em liquido de Carnoy (&lcool e &cido
acetico glacial na proporcdo 3:1). Em seguida, utilizou-se a técnica de clearing (Herr,

1982), que consiste em:

Medida do ovéario e remocdo dos Ovulos sob lupa; desidratacdo em série
etandlica (70, 80, 90 e 100%), durante uma hora em cada solucdo; tratamento com
benzil benzoato quatro e meio (BB 4 % ) que é composto de : &cido latico, cloro
hidratado, fenol, 6leo de cravo, xileno e benzil benzoato nas proporc¢des 2:2:2:2:1:1
(v/v) durante 24 horas, para clarificacdo dos 6vulos. Seguido de embebicdo dos 6vulos
em solucdo de metil salicilato (100%) e BB 4 % na propor¢do 1:1 v/v; para se obter
maior contraste durante a confeccéo das laminas (Ogburia & Adachi 1994). Observacao
dos dvulos integros e clarificados ao microscopio optico Olympus BX 50. As imagens

foram captadas pelo software HonestechTVR 2.5.

Foram analisados 303 dvulos de flores antes da antese da planta 307-2; 206 do
hibrido polipléide de M. glaziovii; e 236 do hibrido polipléide de M. anomala; 52
ovulos de flor protegida da planta 307-2; 43 do hibrido poliploide de M. glaziovii; e 91
do hibrido poliploide de M. anomala; e 241 dvulos de flor pos-antese da planta 307-2;
236 do hibrido polipléide de M. glaziovii; e 207 do hibrido poliploide de M. anomala.

Totalizando no final do trabalho 1.613 6vulos.
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Os O&vulos que apresentaram saco embriondrio com 2 embribes foram
classificados como apomiticos e 0s que revelaram somente o0 saco embrionario vazio ou
apenas um embrido foram classificados como 6vulos normais. Havendo dois sacos
embrionarios, esse dvulo também foi considerado apomitico, pois foi considerado um
saco sexual e outro de origem apomitica. Caso tenha sido encontrado embrido fora do
saco embriondrio, ou seja, na nucela ou em tegumento, também foi considerado
apomitico. O o6vulo foi considerado atrofiado quando nenhum saco embrionério foi
encontrado. Esta técnica permite a visualizag¢do in totum do saco embrionério, podendo

verificar-se anormalidades no desenvolvimento do embrido.

Foi calculada a porcentagem de apomixia para posterior comparacdo entre as
plantas e entre os tratamentos. Essa porcentagem calculada para cada material estudado

adveio da razdo entre dvulos apomiticos e total de évulos analisados x 100.

4.4 ANALISE MEIOTICA

A observacdo das configuracbes cromossdmicas de uma espécie € uma
importante ferramenta para o estudo da apomixia. Ha evidéncia de que a apomixia esta

associada com irregularidades no pareamento cromossomico (Sousa, 2001).

A formacdo de bivalentes é freqlientemente usada para indicar o grau de
parentesco entre as espécies hibridizadas, e reflete a probabilidade de transferéncia de
genes entre elas. O pareamento completo, a homologia dos cromossomos e a formacéo
de quiasmas servem para manter os dois cromossomos em um bivalente (Stebbins,
1971).

Com a finalidade de se estudar o comportamento cromossémico meidtico, foi
analisado 15 células em metafase de cada planta para verificar as configuracoes

cromossémicas da célula mée do micrdsporo.

Ap0s a coleta das flores masculinas (as 8 horas da manha), foi feita a fixacdo dos
botdes florais com fixador de Carnoy, feito com alcool e 4cido acético na proporcéo de
3:1(V/V). As amostras permanecem imersas na solugédo fixadora durante 24 horas. Em
sequida faz-se a lavagem do material com agua destilada em abundancia para retirada
de residuos entre um tratamento e outro. A conservacdo desse material foi feita em

alcool 70% sob refrigeracéo.
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As laminas foram preparadas segundo a técnica de Swaminathan et al.(1954),
esmagando-se as anteras retiradas dos botBes florais. As anteras esmagadas com bastédo
de vidro séo coradas com acetocarmina a 1%. As partes maiores de tecido vegetal foram
retiradas com pinga. O material foi coberto com laminula e comprimido com o dedo
polegar apos ser submetido a uma lavagem com duas gotas de &cido acético 45% para
promover melhor contraste entre citoplasma e material genético. Para preservar as
laminas por mais tempo, foi adicionada uma gota de solugdo de acido acético 45% e
glicerina 10% (Fenny Dane & Tsuchiya, 1979). As laminas foram analisadas em
microscopio 6ptico, modelos Olympus BX 50 e Zeiss Axioskop MC 80. As imagens
foram digitalizadas através de captacdo de imagens com o software HonestechTVR 2.5,
com a camera fotografica Opton West Germany acoplado ao microscépio MC 80. A

contagem dos cromossomos foi feita em seguida.

4.5 ANALISE POLINICA

Para avaliar as taxas de viabilidade de polen nas plantas estudadas foram usados
dois métodos (Fig. 5). Em ambos foram coletadas cerca de 40 flores masculinas de cada
progénie em pré-antese. Na determinagdo do indice de viabilidade, considera-se uma
quantidade de no minimo 1.000 polens analisados. A fixacao e a conservacao sdo feitas

da mesma forma que para a caracterizacdo cromossémica.

As laminas sdo preparadas esmagando-se as anteras com uma leve pressdo, o
suficiente para que sejam liberados os grdos de pélen; aplicacdo do corante; e analise ao

microscopio optico, semelhante ao utilizado na anélise cromossémica.

O primeiro método consiste em corar as anteras com carmina em acido acético
(Swaminathan et al. 1954). O material é coberto com laminula e observado em
microscopio éptico, com aumento de 20X (fig. 5.B). O gréo de pblen que se apresentar
de forma circular, grande e corado homogeneamente, num tom vermelho intenso, é
considerado viavel; enquanto que aquele irregular, pequeno ou com coloragédo
heterogénea (amarelo-claro), € considerado inviavel. Apos contagem dos gréos de
polen, a porcentagem de viaveis e inviaveis calculada pela razdo entre 0s grdos viaveis e

o total de gréos contados na lamina.
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O segundo método consiste em utilizacdo da solucdo de Alexander, que é
composto pela adi¢cdo dos seguintes reagentes na seguinte ordem: 10 ml de alcool 95%;
5 g de hidrato de cloro; 50mg fuchsina &cida (5ml de uma solugdo de 1% em &gua); 5
mg de laranja C (0,5ml de uma solucdo de 1% em agua); e 1-4 ml de acido acético
glacial (Alexander 1969). Para esse método é feita a hidratacdo dos botbes
gradativamente, deixando-se 30 minutos em alcool 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%,
10%, e por fim em agua destilada.

Apds a montagem, as laminas sdo levadas a estufa e ficam em repouso por 24h a
50°C. Os polens inviaveis apresentam nas cores verde a azul, e o vidvel na cor vermelho
claro a vermelho escuro (fig. 5.A) dependendo da concentragdo de &cido acético
adicionado. Neste caso também sera feita a relacdo entre polens viaveis e totais entre 0s

contados para encontrar a viabilidade de polen.

A comparacdo estatistica entre os dois métodos foi feita pela aplicacdo do teste

do x* para verificar se ha diferencas significativas.

Fig. 4 — Protecao de flores antes da antese.
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Fig. 5.A — Pdlens corados com corante de Alexander. B — Pélens corados por acetocarmina.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 APOMIXIA DA CULTIVAR 307-2

As plantas estudadas tiveram diferentes épocas de florescimento. Tanto o hibrido
poliploide entre M. esculenta e M. glaziovii, como o hibrido poliploide entre M.
esculenta e M. anomala tiveram um curto periodo de producéo de flores entre dezembro
e abril. J& o acesso 307-2 teve sua floracdo iniciada em novembro, que durou também
até abril.

Durante o estudo sobre formacéo de multiembrionismo nas plantas selecionadas,
foram analisados ao todo 596 6vulos da cultivar 307-2; sendo 303 de flores antes da

antese; 52 de flores protegidas; e 241 de flores pos-anteses sem protecéo.

Ao analisar os dvulos ja clarificados, pode-se perceber o desenvolvimento de
uma estrutura entre o tegumento interno e o tegumento externo do o6vulo, essa foi

contabilizada como embri&o tegumentar (Fig. 7a).

Além dos diferentes tratamentos de flor pos-antese, antes da antese e protegida,
também foi levado em consideracdo o tamanho do ovario estudado, que variou entre 2 e
9 milimetros de altura. Para cultivar 307-2, foram encontrados évulos apomiticos entre
os tamanhos 3, 4, e 5mm principalmente do tipo adventicio (Fig. 7a); nos dvulos com 6
e 7/mm ndo foram encontrados embribes (Fig.7b), e no tamanho 8 mm foram

encontrados tanto embribes tegumentares quanto do tipo apospérico (Grafico 1 A,B,C).

Essa constatacdo revela que, além da apomixia apospdrica ja citada por Nassar
(2000), o género Manihot também pode apresentar apomixia adventicia. H4 uma grande
plasticidade no desenvolvimento dos tipos de apomixia, que podem coexistir em um

mesmo individuo (Ozias-Akins, 2006).

Outro dado importante que a Tabela 1 nos traz € que houve Ovulos
multiembridnicos antes da antese. Na cultivar 307-2 o maior percentual de apomixia
atingido (15%) foi em flores protegidas, seguido de flores antes da antese (14%),

seguido por um indice bem menor nas flores pds-antese (8,7%).

Em parte, o alto indice de apomixia em flores protegidas pode estar associado ao
namero reduzido dessas. 1sso ocorreu em funcdo de grande nimero de flores abortadas

em campo.
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A principal hipétese relacionada ao alto indice de aborto é das flores terem
interrompido o desenvolvimento devido a falta de polinizacdo. Nesse caso mesmo que 0
6vulo apomitico desenvolva multiembrides independente de polinizacdo pode haver a
necessidade desta para que haja desenvolvimento da semente e do fruto. Para algumas
espécies a polinizacdo € indispensavel para que o embrido adventicio se desenvolva.
Isso ocorre provavelmente porque esse embrido depende dos nutrientes fornecidos pelo

endosperma sexual (Tucker & Koltunow, 2009).

No caso da planta 307-2, os Gvulos encontrados como ““atrofiados” podem ser
relacionados a andlise prematura dos Ovulos (menores do que 3mm); onde 0 saco

embrionario ainda ndo estaria formado por uma questdo de tempo.

5.2 CITOGENETICA DA CULTIVAR 307-2

Durante as analises meidticas de metafase I, puderam ser observadas as
configuragdes cromossdmicas em metéafase. A cultivar 307-2 apresentou pareamento

regular com 18 bivalentes (Fig. 6) em todas as metafases.

O pareamento regular nessa cultivar indica que as incompatibilidades
cromossémicas que ocorreram no hibrido interespecifico ja foram superadas na geragédo
F2.

Levando-se em consideracdo que o hibrido dipldide entre M. esculenta Crantz e
M. glaziovii Muel. Arg. ndo apresentou 6vulos multiembridnicos, o aparecimento de
Ovulos apomiticos nessa cultivar indica que a natureza genética de apomixia em
Manihot é recessiva (Nassar, 2009), onde na primeira geracdo do hibrido ndo ha
segregacdo, mas pela segregacédo e formacdo de F2 ha segregacao, permitindo que genes
recessivos se expressem. A outra hipotese € que a apomixia é derivada de acdo
poligénica com acdo aditiva e isto pode estar expresso quando acontece segregacao no
F2 (Ozias-Akins, 2006).

5.3 VIABILIDADE POLINICA DA CULTIVAR 307-2

Em relacdo aos métodos utilizados para medir a viabilidade de polen, podemos

dizer que a diferenca de resultados entre os dois ndo foram significativas. Nota-se a
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viabilidade polinica por Alexander (71.34%) e pelo método de Carmina (71,66%) em

que o resultado de um confirma o do outro (Tabela 2).

Portanto, ao serem comparados os métodos, concluimos que o método que
utiliza carmina é mais recomendado. Uma vez que o corante de Alexander necessita de
varios componentes; leva mais tempo para ser elaborado; requer estufa; e um tempo
minimo de 24horas para confec¢do da ldmina; enquanto que o método com carmina

exige menor investimento de recursos, além de gerar resultado imediato.
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Fig. 6.A — Imagem no aumento de 60X de cromossomos da cultivar 307-2. B llustragéo
representativa da disposi¢cdo dos cromossomos na Fig.6.A.

Fig. 7.A — Embrides tegumentares em flor antes da antese. B — 6vulo normal da planta
307-2.

Tabela 1. Niumero de 6vulos estudados, de dévulos apomiticos encontrados e % de

apomixia para diferentes tratamentos na cultivar 307-2.

Total de Total de Total de % de
6vulos apomiticos atrofiados apomixia
Flor antes da 303 44 20 14%
antese
Flor protegida 52 8 0 15%
Flor pos- 241 21 0 8,7%
antese
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Gréfico 1A, B; C. NUmero de évulos apomiticos nos diferentes tamanhos estudados para
a cultivar 307-2.

Tabela2. Total de polens e % de viabilidade média encontrada com os dois métodos na cultivar 307-2

Planta: 307-2
Corante: Carmina | Corante: Alexander
Total Viaveis Inviaveis Viabilidade Total Viaveis Inviaveis Viabilidade
301 220 81 73,09% 972 637 335 65,53%
436 347 89 79,59% 530 353 177 66,60%
404 269 135 66,58% 250 173 77 69,20%
337 227 110 67,36% 520 437 83 84,04%
TOTAL MEDIA TOTAL MEDIA
1478 1063 415 71,66% 2272 1600 672 71,34%

5.4 APOMIXIA DO HIBRIDO POLIPLOIDE M. esculenta x M. glaziovii

No estudo de apomixia relacionado ao hibrido entre M. glaziovii e M. esculenta,
foram observados 485 ovulos, entre eles 206 dvulos foram de flores antes da antese; 43

6vulos de flores protegidas e 236 dvulos de flores pos-anteses (Tab. 3).

Durante as observacfes ao microscopio éptico para esse hibrido, foi encontrado
um tipo Unico de 6vulo multiembribnico, o qual parece apresentar dois sacos
embrionarios (Figs. 9 e 10). Ao que parece, um gene ndo expresso para apomixia estava
presente ao nivel dipldide, mas ao ocorrer a poliploidizacdo a acdo aditiva de genes

responsaveis pela apomixia na M. esculenta pbde expressar-se.

Ao contrério de estudos que sugerem heranca monogénica (Leblanc et al., 1995),
esse dado pode indicar interacdo poligénica e acdo aditiva de genes de apomixia em
Manihot. Em algumas espécies de Hieracicum a apomixia apresenta tipo de heranca
monogénica dominante, que pode ser transferido por gametas masculinos haploides
ou dipléides (Bicknell et al., 2000). Ja em Paspalum foi relatado que mais de um par de

genes eram necessarios para que a apomixia se manifestasse (Fachinetto, 2010).

E evidente que trata-se de um tipo de heranca de apomixia em Manihot,

diferente do comportamento genético de apomixia no Hieracicum.
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Houve um consideravel aumento entre o indice de multiembrionismo de flores
antes da antese (5) e pos-antese (26). Mas observar que encontramos ocorréncias antes
da antese nos leva a acreditar que a polinizacdo ndo é necesséria para formacdo de

multiembrides.
5.5 CITOGENETICA DO HIBRIDO POLIPLOIDE M. esculenta x M. glaziovii

Dentro de 15 metéafases analisadas foi notado média de formacdo de 3
quadrivalentes e 30 bivalentes (Fig.8). N&do foram observadas quaisquer univalentes.
Essas configuragdes cromossomicas e a falta de formacéo de univalente interpretam a

alta viabilidade de polen no estudo deste.

Os dados do presente trabalho indicam que a natureza genética de apomixia em
Manihot, além de poder ser recessiva, pode também ser uma caracteristica poligénica,
em concordancia com trabalhos anteriores (Nassar, 2009). Nesse caso, a apomixia néo
pode ser herdada por meio de gametas haploide, e isso explicaria o fato do hibrido

diploide néo apresentar poliembrionismo.

5.6 VIABILIDADE DE POLEN HIBRIDO POLIPLOIDE ENTRE M. esculenta x

M. glaziovii

Usando métodos de Alexander e Carmina foi encontrado viabilidade de 73,69%

para Carmina e 71,67% para Alexander (Tabela 4).

A viabilidade deste hibrido estd de acordo com sua natureza polipléide que
permitiu o aumento de cromossomos ndo homologos resultantes da hibridacdo. Mostra
ainda a eficiéncia do corante Carmina, que combina simplicidade de preparo e da
aplicacdo, sendo igual em resultado ao método de Alexander que € mais sofisticado no

preparo e na aplicagéo.
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Fig. 8.A — Imagem no aumento de 100X de cromossomos do hibrido entre M. esculenta e M. glaziovii.

B — llustragdo explicativa dos cromossomos em “A”.

Fig. 9 — Ovulo com dois sacos embrionérios.
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L T

Fig. 10 — Detalhe dos sacos embrionarios em Fig.10.

Tab 3. Numero de dvulos estudados, de évulos apomiticos encontrados e % de

apomixia para diferentes tratamentos no hibrido polipoide com M. glaziovii.

Total de Total de Total de % de
6vulos apomiticos atrofiados apomixia
Flor antes 206 5 21 2,4%
da antese
Flor 43 11 - 25%
protegida
Flor pés- 236 26 16 11%

antese
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Gréficos 2 A; B; C. Namero de 6vulos apomiticos nos diferentes tamanhos estudados

para o hibrido polipléide M. glaziovii X M. esculenta

Tabela 4. Total de polens e % de viabilidade média encontrada para os dois métodos no hibrido

poliploide entre M.esculenta e M.glazigvi

Planta: “Hibrido polipléide com M. glaziovii
Corante: Carmina | Corante: Alexander

Total | Viaveis | Inviaveis | Viabilidade Total | Viaveis Inviaveis Viabilidade
408 282 126 69,12% 479 304 175 63,47%
630 493 137 78,25% 447 357 95 79,87%
0 662 487 179 73,56%
TOTAL MEDIA TOTAL MEDIA
1038 775 263 73,69% 926 661 270 71,67%

5.7 APOMIXIA DO HIBRIDO POLIPLOIDE ENTRE M. ESCULENTA E M.
ANOMALA

As plantas polipléides do hibrido entre M. anomala e M. esculenta apresentaram
alto indice de flores hermafroditas (cerca de 80%). Os polens retirados dessas flores
mostraram viabilidade igual a das flores estaminadas, o que pode ter levado a
cleistogamia (autofecundacao antes da antese).

As flores no género Manihot sdo normalmente unissexuais e a planta mondica. A
ocorréncia de ambos os sexos na mesma flor pode ter ocorrido em decorréncia da
hibridacdo interespecifica, e da poliploidizacdo, que interferem por varios modos,
diretamente na expressao génica (Soltis & Soltis, 2009). A explicagdo ao certo desse

fendmeno fica como sugestdo para futuros estudos.

O exame de multiembrionismo no hibrido polipldide entre M. anomala e M.
esculenta foi feito a partir de 534 ovulos (Tab. 5). Sendo que destes 236 para flores

antes da antese; 91 para flores protegidas; e 207 para flores pos-anteses.

Essa porcentagem 4,8% corresponde a porcentagem zero encontrada quando foi
examinada mesma planta no nivel dipléide (Nassar et al, 2005).Esses resultados
confirmam o que foi encontrado por Nassar e que 0 surgimento de apomixia nesse

hibrido foi associado a poliembrionia.
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Isso nos conduz a acreditar que neste hibrido, semelhante ao que foi encontrado
no hibrido M. Glaziovii x M. esculenta poliploide, a apomixia pode ser atribuido a
presenca de multiplos alelos e que esses alelos atuam associando-se numa maneira

aditiva.

H& ainda o fato do baixo teor apomitico neste tipo poliploide comparado ao
hibrido polipléide M. glaziovii x M. esculenta. Isto pode ser devido a estrutura genética

de progenitores e a a¢do aditiva de tipo de apomixia na M. esculenta (Nassar, 2006).

Os dvulos poliembridnicos foram encontrados entre os tamanhos de 3 e 5 mm,

sendo que 4mm foi 0 de maior incidéncia (Fig. 14).

Os tratamentos de flor antes da antese e flor pos-antese tiveram indices

semelhantes de apomixia.

5.8 CITOGENETICA DO HIiBRIDO POLIPLOIDE ENTRE M. ESCULENTA E
M. ANOMALA

O hibrido polipléide entre M. esculenta e M. glaziovii apresentou 72
cromossomos nas 15 células analisadas em Meiose I, sendo que 4 univanentes; 28
bivalentes (Fig. 11). Isso pode confirmar o sucesso da poliploidizagdo realizada

anteriormente.

5.9 VIABILIDADE DE POLEN HIBRIDO POLIPLOIDE ENTRE M. esculenta X

M. anomala

Usando o método de Alexander e Carmina na avaliacdo de viabilidade de pélen
do hibrido polipl6ide entre M. esculenta x M. anomala, notou-se porcentagem de
viabilodade de 79% no uso de carmina comparado a 52,33% pelo uso do método de
Alexander (Tab. 6)

Ha evidéncia que o resultado de carmina € correspondente ao comportamento
cromossémico e sua segregacdo. O fato e ter média alta de formacdo de frutos (52)

coletados por planta indicam alta fertilidade apoiaram a hipo6tese de que a carmina € o
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método mais confiavel para avaliar viabilidade de pdlen, além de sua simplicidade no

preparo.

Alem disso, a falta de formacdo de univalentes, que normalmente é responsavel
pela irregularidade na segregacdo cromossdmica meiotica e formacdo de gametas

desequilibrados e aborto no polen também sustenta a hipGtese de alta viabilidade

polinica.
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Fig. 11. A- Imagem no aumento de 100X de cromossomos da
cultivar M. anomala.B - llustracdo representativa da disposi¢éo dos

cromossomos na Fig.10a.

Fig. 12- Ovulo normal.
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Figura 14 - Ovulo normal de flor pés-antese sem protecao.

Tabela 5. Numero de o6vulos estudados, de dvulos apomiticos encontrados e % de

apomixia para diferentes tratamentos no hibrido polipoide com M. anomala.

de Total de atrofiados

apomiticos

% de

apomixia

antes da

Flor protegida

Flor pés-antese

3,8%

2,1%

4,8%
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Gréficos 3 A; B; C. Numero de évulos apomiticos nos diferentes tamanhos

estudados para o hibrido polipléide M. anomala X M. esculenta.

Tabela 6. Total de polens e % de viabilidade média encontrada para os dois métodos no hibrido polipléide

entre M. esculenta e M. anomala.

Planta: Hibrido polipléide anomala x esculenta

Corante: Carmina

Corante: Alexander

Total | Viaveis | Inviaveis | Viabilidade | Total | Viaveis | Inviaveis Viabilidade
401 308 93 77,00% 816 375 441 46,00%
395 246 149 75,00% 887 538 349 60,00%
404 277 127 86,00% 1104 564 543 51,00%

TOTAL MEDIA |[TOTAL MEDIA

1200 831 369 79,33% 2807 1477 1333 52,33%

5.10 DISCUSSAO ENTRE OS TRES MATERIAIS

Houve um alto indice de aborto de flores protegidas nos trés gendtipos, o que se
deve a falta da polinizacdo. Isso implicou em uma elevacdo relativa dos indices de

apomixia desse tratamento (Tab. 7).

Entre os materiais estudados o hibrido polipldide M. esculenta x M. anomala foi
0 que apresentou menor indice apomitico para os tratamentos de flor protegida e flor
aberta. Sendo a planta 307-2 também proveniente de M. glaziovii, pode-se dizer que a
espécie M. glaziovii tem mais alelos relacionados a multiembrinismo que a espécie M.
anomala, e portanto 0s genotipos provenientes da M. glaziovii irdo apresentar maior

indice apomitico em geral.

Com relacdo a viabilidade de pdlen, o teste de x* demonstrou ndo haver
diferencas significativas entre os dois métodos (carmina e Alexander) para as plantas
307-2 e hibrido poliploide M. esculenta x M. glaziovii. No entanto houve diferenca
significativa entre os métodos quando testado para o hibrido poliploide M. esculenta x

M. anomala.
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Tabela 8. Méias de viabilidade de pélen para cada gendtipo para dois corantes de polen: Carmina e Alexander.

1. GENOTIPO Corante Viabi Media/ Media/C
bilidade G
307-2 Carmina 73.09 70.0983 Carmina
307-2 Alexander 67.11 75.37
M. esculenta x Carmina 73.69 72.9933
M. glaziovii
M. esculenta x Alexander 72.30 Alexander
M. glaziovii 63.91
M. esculenta x Carmina 79.33 65.8333
M. anbmala
M. esculenta x Alexander 52.33
M. anbmala

Tabela 9: Analise de variancia e quadrados médios de dois tipos de corantes e suas medias em relacdo de os genotipos estudados.

Gendtip
Quadrados médios Média
1. FV 0s
Carmina Alexander Carmina Alexande
Blocos 15.49 83.55 307-2 73.09 a 67.11 ab
M.
Trata
35.63"™ 321.98* esculenta x M. 73.69 a 72.30a
mentos N
glaziovii
M.
Residu
41.00 19.39 esculenta x M. 79.33 3 52.33b
o
andémala.
Média 75.37 63.91
CV(%) 8.5 6.89

** e* gsignificativos a 1 e 5% de probabilidade; respectivamente; pelo teste F ns ndo-

significativo; pelo teste F
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Tabela 7: indice de multiembrionismo para as trés pantas.

307-2 Hib. poli. M glaziovii Hib. poli. M anomala
Flor antes da antese 14% 2,4% 3,8%
Flor protegida 15% 25% 2,1%
Flor pos-antese 8,7% 11% 4,8%
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2. CONCLUSAO

Dos nossos resultados conclui-se que ha associagdo positiva entre poliploidia e

apomixia em hibridos interespecificos da M. esculenta com M. glaziovii e M. anomala.

Foi notado que o tipo da apomixia no Manihot ndo segue comportamento

genético dos tipos encontrados em alguns géneros como Paspalum.

O tipo de apomixia em Manihot ainda é diferente na sua natureza de outros tipos

apomiticos sendo que combina natureza apospérica e adventicia na mesma planta.

Verificou-se que a formacdo de embrides multiplos no o6vulo das plantas

apomiticas ndo depende da polinizacao e fertilizacdo de um 6vulo sexual.

Recomenda-se 0 uso do corante carmina como método seguro e muito simples

do que usar método sofisticado de Alexander.
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