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Citoquimeras e poliploides totais em mandioca (Manihot esculenta
Crantz): citogenética, anatomia e ontogenia do saco embrionario

(Hashimoto-Freitas, D. Y.; Doutorado em Botéanica)

Resumo

A cultura da mandioca (Manihot esculenta Crantz) € a mais importante
nos tropicos e subtropicos. Um das abordagens botanicas para seu
melhoramento € a poliploidizacdo. A introducao artificial de poliploidia pode
gerar tanto poliploides totais quanto citoquimeras. Estudos citogenéticos e
anatdmicos nesses dois tipos foram realizados neste trabalho, com o intuito de
caracterizar e selecionar individuos mais vantajosos para uso no
melhoramento. Para tanto, apices meristematicos caulinares, graos de podlen,
ovulos, raizes, estdbmatos e periodos de florescimento foram analisados. A
natureza citoquimeral foi comprovada pelo tamanho aumentado de estdmatos e
estruturas gaméticas, além do incremento na frequéncia de poliembrides. As
associagbes e numeros cromossdmicos obtidos em meiose indicaram a
natureza tetraploide da camada subepidérmica da quimera. A formacao da
citoquimera foi acompanhada por total inibicdo de florescimento em um dos
gendtipos, e por aumento no tamanho de raizes quando comparado a planta
diploide. A combinagao de dados sobre viabilidade de pdlen e tamanho do grao
revelou-se como marcador confiavel para se determinar a ploidia de individuos.
O delineamento ontogenético do saco embrionario da mandioca nos tipos
diploide e citoquimeral mostrou similaridades com o desenvolvimento do saco
sexual do tipo Polygonum. A apomixia em mandioca parece necessitar de
dosagens genéticas maiores que as fornecidas por citoquimeras para ser

expressa.

Palavras-chave

Apomixia, citoquimera, epigenética, meiose, mitose, saco embrionario,
proembrido.



Cytochimeras and total polyploids in cassava (Manihot esculenta Crantz):
cytogenetics, anatomy and embryo sac ontogeny

(Hashimoto-Freitas, D. Y.; PhD in Botany)

Abstract

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is the most important crop in tropics
and subtropics. One botanic approach for its improvement is polyploidization.
Artificial introduction of polyploidy can generate total polyploids or cytochimeras.
Cytogenetics and anatomic studies on both types were conducted in this work,
in order to characterize and select superior individuals for breeding use. Then,
apical shoots, pollen grains, ovules, roots, stomata and flowering periods were
analysed. Cytochimeral nature was proved by stomatal and gametic size
increase, beside a rise in frequency of polyembryo sacs. Chromosomal
associations and numbers obtained by meiosis indicated tetraploid nature of
cytochimera sub epidermis layer. Cytochimera formation was accompanied by
complete inhibition of flowering in one genotype, and increase in root size when
compared to diploid plant. Pollen viability and grain diameter showed reliable
markers to determine ploidy level in cassava individuals. Embryo sac ontogeny
in diploid and chimeric type revealed similarities with Polygonum development
of sexual sacs. Apomixis in cassava seems to need bigger genetic dosages

than cytochimeras offer to be expressed.

Keywords

Apomixis, cytochimera, embryo sac, epigenetics, meiosis, mitosis, pro-embryo.
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Introducgao geral

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma das 98 espécies
compreendidas no género Manihot Mill. (Rogers e Appan, 1973). Este género
tem como centro de origem e centros de variabilidade o Brasil e o México
(Nassar, 1978; Nassar et al., 2008). Ela é fonte de calorias para mais de 800
milhdes de pessoas em todo o mundo (FAO, 2008), e todas as suas partes
podem ser utilizadas economicamente, sendo as raizes o produto mais
comumente consumido.

Tratamentos de poliploidizagdo sao utilizados para o melhoramento de
culturas, em especial de mandioca (Nassar, 1999; Nassar e Ortiz, 2010), uma
vez que a poliploidia esta frequentemente relacionada ao aumento de
resisténcia a seca, maior produtividade de raizes em espécies tuberosas,
incremento no conteudo proteico e nutricional, dentre outros (Hull-Sanders et
al.,, 2009). O uso de colchicina em gemas laterais com o intuito de
poliploidizacdo é uma técnica eficaz, mesmo acompanhada pela formacgao de
quimeras setoriais e periclinais. Isto porque a colchicina pode nao ter
penetrancia completa para chegar a L3 e formar poliploides totais. A
penetrancia parcial gera citoquimeras, sendo as mais estaveis as do tipo
periclinal (Marcotrigiano e Gradziel, 1997).

Plantas citoquimerais periclinais de mandioca podem ser propagadas
vegetativamente por estaquia, assim como cultivares comuns, sendo este um
meio rapido de propagacdo que mantém a heterose. A contaminagdo de
estacas por germes bacterianos e virus € um dos problemas mais graves na
produgao da cultura. Por isso, a obtencdo de sementes poderia resolver o
problema; entretanto, ela traz a desvantagem da segregacao sexual, que
resulta em perda do vigor e da heterose. A apomixia apresenta-se como saida,
pois fixa a estrutura genética e a heterose desejada em sementes clonais,
evitando a segregacgao sexual (Koltunow et al., 1995; Nassar, 2001, 2002). Na
apomixia, as sementes se desenvolvem no ovario, como nas plantas de
reproducdo sexual, mas o embrido se forma sem a unido do nucleo

espermatico do polen com a oosfera (Bashaw, 1980).
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A poliploidizagdo da mandioca pode gerar varias vantagens, dentre elas
arranjos genotipicos vantajosos para a produgéo de raizes, melhora nutricional
e também alteragbes reprodutivas. Os comportamentos citogenético,
anatdmico e embrionario de poliploides totais e citoquimeras d&o pistas sobre
combinagdes de ploidias, enriqguecendo o conhecimento tanto em botéanica
quanto em genética e no melhoramento de plantas. Enfim, dados sobre efeitos
da citoquimera na produtividade sdo muito escassos; provavelmente este

trabalho é o primeiro em culturas perenes.

Danielle Yasmin Hashimoto Freitas
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Objetivos

Este trabalho teve como finalidades principais:

Verificar o comportamento citogenético, embrionario e anatdbmico em
clones poliploidizados de Manihot esculenta comparados a planta
diploide, além de poliploides totais advindos de sementes;

Caracterizar anatomicamente o desenvolvimento do saco embrionario
com ploidias distintas nos clones diploide e quimeral de Manihot
esculenta e também, indicar distingdes no processo de formacgdo do

saco sexual, onde ocorrer.

Danielle Yasmin Hashimoto Freitas
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Revisao bibliografica

Citoquimeras e poliploides totais vegetais

Conceitos e aplicagoes

Poliploidia significa a presenga de numero cromossémico duplicado nas
células de certo organismo (Hegarty et al, 2013), que ocorrendo em todas as
células desse organismo, forma um poliploide total. Plantas citoquimerais séo
constituidas por mosaicos genéticos, representados por células com ploidias

distintas coexistindo num mesmo tecido (Marcotrigiano e Gradziel, 1997).

Citoquimeras e poliploides totais tém ampla ocorréncia na natureza
(Burge et al., 2002; Comai, 2005). Culturas como as de café, amendoim,
banana, aveia, tabaco, algodéao, trigo, dentre outras, representam poliploides
totais. Grande numero das plantas exploradas economicamente teve sua
producao inicial de maneira espontanea. O estudo de quimeras vegetais
obteve éxito na caracterizacdo e selecdo de plantas (Burge et al., 2002). A
sintese experimental de espécies vegetais quimerais que resultam na eficiéncia

da formagao de raizes ainda é privilégio de poucos (Nassar e Bomfim, 2013).

Como a indugédo da poliploidia é realizada normalmente em regides
meristematicas, a penetrancia do agente antimitético pode ser total ou parcial
(Marcotrigiano e Gradziel, 1997). Quando todas as camadas do meristema
vegetal apresentam duplicagdo do numero cromossémico forma-se um
poliploide total, enquanto que a duplicagdo parcial das camadas gera as
citoquimeras (Dermen e Bain, 1944; Szymkowiak e Sussex, 1996; Nassar,
2004). Trés tipos de citoquimeras podem ser reconhecidos (Fig. 1)
(Marcotrigiano e Gradziel, 1997): as citoquimeras mericlinais sdo mais restritas
e instaveis, atingindo setores em uma ou duas camadas vegetais; as
citoquimeras periclinais sdo as mais estaveis, e sdo reconhecidas quando uma

ou mais camadas estdo inteiramente constituidas por células com numero

4
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cromossOmico duplicado; citoquimeras setoriais sdo caracterizadas pela

duplicacdo em um setor abrangendo todas as camadas da planta.

poliploide total

setoriais '

periclinal

setorial

@ mericlinal

diploide

Figura 1. Vistas transversais e longitudinais de apices meristematicos caulinares mostrando
diferentes tipos de citoquimeras vegetais (modificado de Jones. Plant Chimeras and Graft
Hybrids).

A estabilidade das citoquimeras esta relacionada a coexisténcia de
tecidos com diferentes nimeros cromossdmicos em uma mesma planta ao
longo do tempo. Citoquimeras periclinais sdo consideradas estaveis por causa
da baixa frequéncia de substituicdo de camadas poliploides por camadas
diploides, gerada por diferengas nas taxas de crescimento de células com
ploidias distintas (Marcotrigiano e Bernetzky, 1995). Por esta raz&o, elas séo
usadas mais frequentemente em estudos investigativos que as citoquimeras

mericlinais e setoriais (Burge et al., 2002).

O tratamento de gemas laterais ou outras regides meristematicas é
aplicado em plantas de propagagao vegetativa, como a mandioca (Nassar,
2003). Por isso é essencial o conhecimento da organizagdo do meristema para
o entendimento da estrutura quimeral (Marcotrigiano e Gradziel, 1997; Burge et
al., 2002).

Danielle Yasmin Hashimoto Freitas
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Algumas teorias tém sido propostas na tentativa de tragar a ontogenia
do meristema apical em plantas superiores. A Teoria da Tunica-Corpo
(Schmidt, 1924 apud Gifford, 1954) indica que a estratificagdo em camadas
observada em cortes longitudinais de apices meristematicos caulinares é
causada pela prevaléncia de divisbes anticlinais nas regides mais externas,
formando a tunica, e por divisbes aleatérias nas camadas mais internas,
compondo o corpo; entretanto, a frequéncia de orientagdes incomuns na
divisdo celular pode aumentar quando a quimera apresenta células com taxas

de crescimento diferentes (Stewart e Dermen, 1979).

A Teoria do Histogénio (Popham, 1951) sugere que existam trés tipos de
células iniciais, os quais formariam tecidos especificos. O dermatégeno daria
origem a epiderme, o periblema formaria o cortex, e o pleroma a regido central.
Ha um consenso em termos de denominagao das camadas meristematicas, em
que L1 se refere a camada mais externa, L2 a camada intermediaria e L3 a

mais interna (Fig. 2).

Células
Primordio iniciais .
foliar epiderme ( \
- ] |
— el . CY
N -~ - gl
A e 45 __¥» Trel N
l\i_.- - - - e - ; - - 1. , . x\\ .;__r
- - = Y '\._M_.r
12-¢ ¥ ¥\ S
3 centro

subepiderme

Figura 2. Meristema apical caulinar em vista longitudinal mostrando as camadas L1, L2 e L3, e
a localizagdo das células iniciais que dédo origem a todo o corpo vegetal (adaptado de Clark,
2001).

O destino e a fungdo das células meristematicas caulinares estao
relacionados a posi¢ao delas nas diferentes camadas apicais (Marcotrigiano e
Bernetzky, 1995; Bowman e Eshed, 2000; Fletcher, 2002). Inclusive, ha
evidéncia de certa independéncia entre as camadas L1, L2 e L3 (Stewart e
Burk, 1970; Marcotrigiano, 1986; Goffreda et al., 1990).

Os trabalhos classicos de Satina e colaboradores, usando citoquimeras

periclinais de Datura, apontam para as possiveis origens de érgéos e tecidos

6
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vegetais, como por exemplo, L1 gera a epiderme foliar e os tegumentos
ovulares, L2 é fonte para a formacado de sépalas, pétalas, nucelo e células
arquesporiais do saco embrionario, e L3 constitui os estames, carpelo e évulo
(Satina e Blackslee, 1941, 1943; Satina, 1944, 1945).

O padrao ontogenético apresentado para Datura € seguido por diversos
outros representantes, como em Prunus (Dermen, 1953), Nicotiana (Stewart e
Burk, 1970), Arabidopsis (Laufs et al., 1998), Hemerocallis (Podwyszynska et
al., 2008), Brassica (Zhu et al., 2007) e Citrus (Chaves e Lyrene, 2009). Apesar
dessa ocorréncia frequente em angiospermas, a correspondéncia ontogenética
das camadas meristematicas nao esta restrita, e relatos de L1 como origem de
células arquesporiais (Koltunow e Grossniklaus, 2003) e L3 determinando o
tamanho floral e numero de carpelos em Solanum (Szymkowiak e Sussex,
1992) sao mudancgas influenciadas por outros fatores genéticos que afetam o

desenvolvimento (Szymkowiak e Sussex, 1996; Tsafaris et al., 2005).

As investigagdes anatdmica, morfolégica e citogenética de 6rgéos e
tecidos de citoquimeras tém sido empregadas na marcacgao e determinagao do
numero cromossdmico nas diferentes camadas do meristema apical (Burge et
al., 2002). Para L1, o tamanho dos estdmatos tem representado confiavelmente
a ploidia da camada em plantas poliploides de Citrus (Yahata et al., 2005),
Platanus (Liu et al., 2007), Spathiphyllum (Laere et al., 2011) e Acacia (Harbard
et al., 2012), e em citoquimeras de Camellia (Stewart et al., 1972),
Hemerocallis (Podwyszynska et al., 2008) e Vaccinium (Chaves e Lyrene,
2009).

Para L2, o aumento no tamanho do grdo de polen de poliploides totais
de Manihot (Hahn et al., 1990), Corydalis (Fukuhara, 2000), Arabidopsis
(Storme e Geelen, 2011) e Echinacea (Abdoli et al., 2013), e de citoquimeras
de Prunus (Dermen e Stewart, 1973) e quimeras de hibridos de Solanum (Khan
et al.,, 2013) tém sido usados com sucesso na determinagcdo de ploidia. A
analise morfologica de évulos de poliploides totais de Corydalis (Fukuhara,
2000), Musa (Fortescue e Turner, 2005) e Acacia (Beck-Pay, 2013), e de
citoquimeras de Datura (Satina, 1945) também tem sido aplicada para esse

proposito. De fato, o aumento de ploidia frequentemente resulta em aumento
7
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no tamanho celular (Stebbins, 1971; Jones e Ranney, 2008; Hegarty et al.,
2013), acompanhado pelo acréscimo nas dimensdes de estruturas vegetativas

ou reprodutivas.

Ja a camada L3 pode ter sua ploidia definida através da determinagao
do conteudo cromossOémico em pontas de raizes, como aplicado em
Hemerocallis (Podwyszynska et al., 2008) e Hosta (Zonneveld e Pollock, 2012).
Além disso, o aumento em raizes de Capsicum foi relacionado a poliploidizagao
de L3 (Kulkarni e Borse, 2009). Uma vez que nao tem sido possivel obter
quimeras periclinais em raizes, pois elas sao derivadas geralmente de uma sé
camada (L3), a analise de meristemas apicais radiculares n&do segue uma
organizagado hierarquica funcional como o meristema caulinar (Dolan et al.,
1993).

Em termos bioquimicos, a poliploidia gera acréscimo de metabdlitos em
diversas espécies (Dhawan e Lavania, 1996; Lavania, 2013), inclusive em
mandioca (Gomes e Nassar, 2013). Em aspectos fisioldgicos, a poliploidia
frequentemente gera modificacbes nas taxas de crescimento e florescimento
da planta (Stebbins, 1971; Hegarty e Hiscock, 2007; Laere et al., 2011).

No melhoramento, a poliploidia é substancialmente importante por
manter ou aumentar a heterose, e ainda promover o surgimento de novas
variagbes fenotipicas (Udall e Wendell, 2006). Uma questao relevante em
relacdo ao uso da poliploidizacdo no melhoramento se refere a transferéncia e
utilizacdo da caracteristica para futuras geragbes. O potencial para a
contribuicdo da variagado herdavel advinda da informacéo epigenética tem sido
especulado (Springer, 2013), e alguns trabalhos tém apontado para possiveis
efeitos no comportamento reprodutivo, promovendo a expressao da apomixia
(Rodrigues e Koltunow, 2005; Grimanelli, 2012), e ao Ilongo do

desenvolvimento vegetal (Tsaftaris et al., 2008).

A poliploidia causa possivelmente alteragdes fenotipicas relacionadas as
interagcbes epigenéticas. A variagdo epigenética em alopoliploides tem sido
investigada, e aparentemente existe um padrao de silenciamento dos genes
copiados (Hegarty et al., 2013). Em autopoliploides de Arabidopsis, dois
marcadores epigenéticos (metilacdo do DNA e metilacdo da histona) agem
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para um duplo trancamento no silenciamento transcricional, gerando um estado
epigenético extremamente estavel (Baubec et al., 2010). Essa grande
estabilidade apresentada em autopoliploides € um dos pontos positivos quando
se trata de adaptagcdo em longo prazo de padrdes de expressdao génica
(Aversano et al., 2013).

Em quimeras, os efeitos epigenéticos sao relatados como resultados de
interagdes celulares causadas pelo mosaico genético (Szymkowiak e Sussex,
1996). O tamanho, formato e cor de flores de quimeras periclinais de Nicotiana
sofreram influéncia epigenética atribuida a camada L1 (Marcotrigiano, 1986).
Outros exemplos de modificagcdes de cores florais pela manipulagdo de L1 sao
encontrados em Chrysanthemum (Stewart e Dermen, 1970) e Rhododendrum
(Schepper et al., 2001), assim como a cor e textura da casca de Solanum

tuberosum (Tilney-Bassett, 1986 apud Burge et al., 2002).

Apesar de compartiihar os mesmos mecanismos de constituicdo
genética dos poliploides totais, estudos com citoquimeras merecem atengao,
pois podem elucidar possiveis efeitos epigenéticos dos mosaicos genéticos em
organismos vegetais. Isso é significativamente importante quando se trata do
incremento na produtividade de culturas como a de mandioca, que tem
produzido cerca de 12,8 toneladas por hectare, mas com potencial para atingir
80 toneladas (FAO, 2013).

Citogenética de citoquimeras e poliploides

A investigacao citogenética de plantas poliploides totais e citoquimeras
leva em consideracdo o estudo do numero e das associacbes cromossémicas
e formacgdes de micrésporos, que influenciam na fertilidade dos individuos. A
poliploidizacdo de meristemas vegetais gera células com numero
cromossémico duplicado, por isso, poliploides e citoquimeras séao
caracteristicamente similares quando se trata de conteudo cromossémico

celular.
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O pareamento dos cromossomos na meiose varia dentre os tipos
produzidos pela poliploidia (Stebbins, 1971), sendo normalmente encontrada a
configuragdo de bivalentes em poliploides que também passaram por
hibridizagao (alopoliploides), e de outras associa¢gdes em poliploides advindos
de endocruzamento (autopoliploides) (Comai, 2005). Associacbes diferentes
dos regulares bivalentes podem resultar em gametas com numero
cromossémico desequilibrado e segregagdo irregular ocasionada por
cromossomos retardatarios, pontes e fragmentos (Valle et al., 2004;
Adamowski et al., 2005).

Essa produgdo de gametas inviaveis é um dos problemas encontrados
em certos poliploides, a qual conduz a redugéo na fertilidade (Grandont et al.,
2013). Este é o caso dos autopoliploides, que produzem pdlen e évulo por
vezes abortados. Os alopoliploides, por outro lado, revertem a queda na
fertilidade gerada pela hibridizagdo através da duplicagdo do conjunto
cromossémico, que possibilita o pareamento regular dos cromossomos
(Benavente et al., 2008).

A desvantagem da infertlidade ndo €& um obstaculo em culturas
poliploides que se reproduzem vegetativamente (Ramsey e Schemske, 1998),
como no caso de triploides. Nesse caso, os trivalentes gerados por divisdes
meiodticas irregulares resultam em produtos desbalanceados, e a segregacao
aleatodria dos tipos multiplos de cromossomos produz quase sempre gametas

inviaveis (Comai, 2005).

O estudo citogenético em citoquimeras tem se limitado a determinagao
do numero cromossémico em células de ponta de raiz (Podwyszynska et al.,
2008; Kulkarni e Borse, 2009; Zonneveld e Pollock, 2012) e em meidcitos
(Dermen e Stewart, 1973; Khan et al., 2013). A citogenética, aliada aos novos
delineamentos tragcados pela epigenética, pode promover um melhor

entendimento dos cromossomos e de suas interagdes.
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Biologia reprodutiva em angiospermas

Megagametogénese e megaesporogénese em angiospermas

O desenvolvimento de sementes em angiospermas é ordenado, e
sequéncias definidas de eventos sao cruciais para a producao de sementes
viaveis (Koltunow e Grossniklaus, 2003). Cronologicamente, o 6évulo é o ultimo
orgao a ser formado em flores de angiospermas, sendo este composto por um
ou dois tegumentos, nucelo e micropila (Greenham e Chapman, 1990), ou
ainda por um funiculo (Reiser e Fisher, 1993). Ha ainda uma definigdo mais
sucinta, que engloba como partes do 6vulo somente os tegumentos e o nucelo
(Linkies et al., 2010).

A ontogenia do ovulo tracada em estudos com meristema apical caulinar
de Datura, Prunus, Arabidopsis e Brassica (Satina, 1945; Dermen e Stewart,
1973; Bowman e Eshed, 2000; Wang et al., 2010) apontam a camada
meristematica L2 como o tecido de origem do gameta. Apesar disso, relatos da
influéncia de L3 no tamanho floral e numero de carpelos em Solanum
(Szymkowiak e Sussex, 1992), e especialmente o envolvimento de L1 na
formacdo de sacos embrionarios apomiticos ou poliembriénicos (Koltunow e
Grossniklaus, 2003) levam a crer que a interacdo entre as camadas
meristematicas tem efeitos na expressdao do modo de reprodugao (Rodrigues e
Koltunow, 2005).

O o6vulo se desenvolve ao longo de um eixo micropilar-calazal, podendo
ser classificado em cinco tipos diferentes, de acordo com o grau de curvatura:
ortétropos (6vulos nédo encurvados), como em Polygonaceae e Pyperaceae;
anatropos (6vulos nado encurvados, mas invertidos), forma mais frequente
inclusive em Euphorbiaceae; campilétropo (évulo encurvado), como em
Resendaceae e Leguminosae; hemitropo (nucelo e tegumentos posicionados
em angulo reto em relagédo ao funiculo) como em Ranunculus e Nothoscordum;
e anfitropo (curvatura mais pronunciada afetando o saco embrionario) como em
Alismaceae, Butomaceae e Arabidopsis (Endress, 2011).
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O nucelo é formado pelos primérdios do 6vulo e é a partir dele que se
origina 0 megaesporocito ou célula mae do megasporo (CMM), que apos
divisdes meidticas gera o megasporo (Reiser e Fisher, 1993). Dessa maneira, o
desenvolvimento do  megagametofito ocorre em  duas  etapas:
megaesporogénese, englobando divisdes meidticas que geram o megasporo a
partir da CMM, e megagametogénese, com divisbes mitéticas que formam o

saco embrionario multinucleado (Yadegari e Drews, 2004).

O megagametdfito € o gametdfito feminino que contém as células
gaméticas, sendo o megagametofito maduro conhecido como saco embrionario
(Endress, 2010). Ele pode ser monosporico, bispérico ou tetrasporico, se
respectivamente um, dois ou quatro megasporos participarem da formacao do

saco embrionario (Fig. 3) (Haig, 1990; Yadegari e Drews, 2004).

No desenvolvimento do saco embrionario com oito nucleos (Fig. 4), a
primeira divisdo mitotica do megasporo da origem a dois nucleos, um micropilar
e outro calazal; a segunda divisdo produz um par de nucleos em cada uma das
regides citadas; a terceira divisao resulta em dois grupos com quatro nucleos
cada. O conjunto micropilar se diferencia em trés células do aparato da oosfera
(sendo duas sinérgides) e o conjunto calazal se diferencia em trés antipodas.
Um nucleo de cada polo se desloca para a regido mediana do o6vulo
constituindo a célula média (Kagi e Grol3-Hardt, 2007). O desenvolvimento e o
posicionamento dos diversos nucleos e células no saco embrionario parecem
ser mediados por gradientes de concentragdo de auxina, em que os nucleos
expostos a sua alta concentragdo diferenciam-se em sinérgides e oosfera,
enquanto os que encontram baixas taxas do horménio tornam-se antipodas
(Pagnussat et al., 2009).
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Figura 3. Padrbées de desenvolvimento do megagametdfito exibido em angiospermas
(adaptado de Yadegari e Drews, 2004). CMM= célula mae do megasporo. MS= megasporo
selecionado. SE= saco embrionario.
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Figura 4. Desenvolvimento do saco embrionario em Arabidopsis. a) CMM b) primeira divisdo
mitotica c) segunda divisdo mitética d) terceira divisdo mitética e) migragédo dos nucleos para
composicao da célula média f) saco embrionario maduro g) fusdo dos nucleos polares no
momento da fertilizagao (adaptado de Kagi e GroR-Hardt, 2007).

O saco embrionario do tipo Polygonum pode apresentar todos os oito
nucleos no estagio que antecede a fertilizagdo, como em Zea (Yadegari e
Drews, 2004), ou ter suas antipodas degeneradas antes da entrada do nucleo
espermatico, como em Arabidopsis (Kagi e Grol-Hardt, 2007) e Euphorbia
(Carmichel e Selbo, 1999). Em outros géneros, como Paspalum (Hojsgaard et
al.,, 2008) e Poa (Yudakova, 2009) as antipodas proliferam formando um
complexo. Aparentemente, ndo ha uma fungdo especifica atribuida as
antipodas; elas podem estar envolvidas no transporte de nutrientes dentro do
saco embrionario (Reiser e Fisher, 1993), ou mesmo ter fungdo secretéria
(Feng et al., 2013).
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As sinérgides, por outro lado, possuem fungcdo no direcionamento do
tubo polinico até a chegada a oosfera (Reiser e Fisher, 1993). Em Arabidopsis
(Yang et al., 2010), uma das sinérgides se degenera na ocasido da chegada do
grao de pdlen, promovendo o reconhecimento e a atragédo do tubo polinico, e
subsequentemente descarregando e transportando os nucleos vegetativo e
germinativo. O aparato filiforme, expressdo empregada para designar a jungéo
das membranas das sinérgides, contém as proteinas necessarias para o
reconhecimento e descarregamento dos nucleos espermaticos (Kessler e
Grossniklaus, 2011), apesar de que, em Arabidopsis, a entrada deles pode
acontecer ndo somente pelo aparato filiforme (Leshem et al.,, 2013). Em
Euphorbiaceae ocorre frequentemente uma proeminéncia nucelar (Kapil e
Bhatnagar, 1994), descrita como uma camada distinta de células que parecem

permitir ou facilitar a chegada do tubo polinico até o saco embrionario.

A célula média ocupa a posicdo central do saco embrionario, e
apresenta normalmente dois nucleos, um advindo do pdlo calazal e outro do
micropilar, compdem a estrutura (Sprunck e Grof3-Hardt, 2011). Ela € a maior
célula encontrada no megagametofito, apresentando frequentemente os
maiores nucleos do saco embrionario (Jensen, 1973 apud Tilton et al., 1981).
Os nucleos polares sdo tao similares que normalmente a distingdo entre eles
se torna dificil, entretanto, se ha diferenca de tamanho entre eles,
possivelmente o nucleo de origem micropilar € o maior dentre os dois (Tilton et
al., 1981).

O primeiro passo da germinagdo é a expansdo do grdo de polen
causado pela absorgao de liquidos no estigma e na intina; o tubo entdo comega
a se alongar em diregdo ao saco embrionario (Maheshwari, 1950). Em
Brassica, o tubo polinico entra normalmente pela micrépila, mas algumas vezes
a entrada € pela calaza (Thompson, 1933 apud Maheshwari, 1950). Em
Gossypium, o caminho percorrido pelo tubo polinico é maior, iniciando com sua
descida pelo funiculo até a base do 6vulo, volta ladeando a parede do préprio
ovulo e entrada pela micrépila (Gore, 1932 apud Maheshwari, 1950). Em
Euphorbiaceae, um tecido de transmissdo denominado obturador, € o caminho

percorrido pelo tubo polinico para chegar até o 6vulo (Maheshwari, 1950). Esse
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caminho é tragado por entre as células e nao através delas. O tubo polinico
normalmente colapsa apés a fertilizacdo, e pouca evidéncia de sua existéncia
pode ser encontrada quando o embrido inicia seu desenvolvimento
(Maheshwari, 1950). Entretanto, em algumas familias como Lythraceae,
Onagraceae e Cucurbitaceae, o tubo polinico destroi as células criando uma

interrupcédo permanente nos tecidos (Maheshwari, 1950).

Os nucleos polares fusionam-se proximo a oosfera (Tilton et al., 1981;
Kapil e Bhatnagar, 1994). Essa fusdo pode acontecer anteriormente a
fertilizacdo, como ocorre em Helianthus (Newcomb, 1973), Barleria e Crabbea
(Karlstrom, 1973 apud Tilton et al., 1981) e Arabidopsis (Mansfield e Briarty,
1990). Ela pode nao acontecer mesmo apés a fertilizagdo, como em Statice
japonica (Ya e Masa, 1941 apud Maheshwari, 1950), ou ainda ser
desencadeada apos a entrada do nucleo espermatico no saco embrionario,
como em Gossypium (Jensen, 1964 apud Carmichael e Selbo 1999),
Euphorbia (Weniger 1917 e Srivastava, 1952 apud Carmichael e Selbo 1999) e
Cytisus (Rodriguez-Riafo et al., 2006).

A fertilizagdo da célula média por um dos nucleos espermaticos da
origem ao endosperma (Maheshawi, 1950; Yadegari e Drews, 2004; Sprunck e
Grof-Hardt, 2011). A partir dai inicia-se o processo de celularizagéo, o qual se
apresenta altamente conservado em angiospermas (Olsen, 2001). O
endosperma pode ser persistente, como em Poaceae e Zea, efémero, como
em Arabidopsis ou ainda quase inexistente como em Orchydaceae (Lopes e

Larkins, 1993). Em Euphorbia ele é persistente (Carmichael e Selbo, 1999).

Trés tipos distintos de endosperma podem ser reconhecidos (Lopes e
Larkins, 1993). No endosperma nuclear varios ciclos mitdticos ocorrem,
entretanto com citocinese tardia; assim, os nucleos séo livres e ocupam a
periferia da célula média. Esse tipo de endosperma é tipico dos cereais, milho,
soja e arroz. No endosperma celular, os ciclos mitoticos sdo acompanhados
pela citocinese, com nucleos limitados as préprias células. As familias
Crassulaceae, Bignoniaceae e Labiatae sido caracterizadas por esse tipo de

endosperma. No terceiro exemplo, o endosperma € helobial, em que ha uma
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mistura dos tipos nuclear e celular, como em Hydatellaceae (Rudal et al.,
2008).

A embriogénese em angiospermas tem inicio com a fusdo dos nucleos
gaméticos na via sexual. O embrido em desenvolvimento consiste de uma
populacao crescente de células (Laux e Jurgens, 1997). A participacdo das
células iniciais no corpo do embrido e a dire¢ao das divisdes mitdticas do zigoto
sao critérios utilizados para uma das classificacdes adotadas de seus diversos
tipos (Maheshwari, 1950). Na maioria dos modos conhecidos, a primeira
divisdo celular zigotica acontece transversalmente em relagdo ao ovulo, e as
duas células-filhas geradas podem ou nao ser equivalentes (Fig.5). A célula de
posicdo terminal (ou calazal) pode se dividir longitudinalmente, em que
somente ela mesma contribui para o desenvolvimento do embrido e a outra
constitui o suspensor (tipo Onagrad) ou ambas contribuem para a formacgao do
embrido (tipo Asterad); ou ainda dividir-se transversalmente, com a célula basal
compondo o suspensor (tipo Solanad) ou com o proprio suspensor derivado da
célula terminal (tipo Caryophyllad) (Maheshwari, 1950). Plantas com embrido
do tipo Onagrad sédo encontradas nos géneros Capsella (Maheshwari, 1950),
Arabidopsis (Mansfield e Briarty, 1991) e Euphorbia (Carmichael e Selbo,
1999). O tipo Asterad também é relatado em Euphorbia (Davis, 1966), Lactuca
(Maheshwari, 1950) e Callycanthaceae (Kimoto e Tobe, 2001). Solanad tem
como representante tipico Nicotiana (Souéges, 1922), além de Atropa
(Yurukova-Grancharova et al.,, 2011). Sedum (Kozieradzka-Kiszkurno e
Bohdanowicz, 2006) e Sagina (Harbaugh et al., 2010) tem embrides do tipo
Caryophyllad.

Embrides com desenvolvimento atipico foram enquadrados por
Maheshwari (1950) como nao classificados ou anormais: Scurrula atropurpurea
tem relatada sua primeira divisdo zig6tica no sentido longitudinal, formando um
proembrido bisseriado; Balanophora abbreviata sé realiza divisdes longitudinais
para compor o embrido; Scabiosa succisa divide-se diagonalmente, com
posteriores divisbes aleatdrias; Zea, assim como muitos membros de Poaceae,

também possui padréo irregular de divisdo do embrido.
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Desvios observados ao longo do desenvolvimento do saco embrionario
de angiospermas sao frequentemente contornados no sentido de promover ao
maximo o sucesso no estabelecimento do vegetal. Dentre as estratégias
observadas naturalmente e artificialmente em plantas, estd a apomixia, que
atua na produgdo de sementes sem a obrigatoriedade da fertilizacdo da

oosfera.

Figura 5. Padrdes de divisdao celular do zigoto em angiospermas. |. Onagrad. Il. Asterad. Il
Solanad. IV. Caryophyllad. V. Desenvolvimento de embrido atipico (Scurrula atropurpurea)
(adaptado de Maheshwari, 1950).
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Apomixia em angiospermas

Apomixia, que significa produ¢cdo de sementes clonais (Spillane et al.,
2001), ocorre em mais de 400 espécies e 40 géneros vegetais (Singh et al.,
2011). Por ocorrer em espécies silvestres das grandes culturas como o milho,
trigo e algumas gramineas, a apomixia recebeu muita atengdo nos ultimos
anos. Institutos como o IRD/CIMMYT (Institut de Recherche pour Le
Dévelopement, Franga / Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo,
México); USDA-Tifton (United States Department of Agriculture, EUA); CSIRO
(Commonwealth Scientific e Industrial Research Organisation, Australia);
IBONE (Instituto de Botanica Del Nordeste, Argentina), tém se dedicado em

elucidar os mecanismos da apomixia (Valle et al., 2004).

Os critérios cientificos usualmente destinados a identificacdo e
classificacdo de plantas apomiticas sao os morfolégicos, citogenéticos,
anatdmicos ou moleculares, sendo que seu uso, na maioria das vezes, ocorre
de maneira conjugada. O quesito morfolégico € um dos primeiros a se langar
mao para separar plantas apomiticas de sexuais, sendo a observancia de
progénies fenotipicamente idénticas um indicativo da ocorréncia dessa
caracteristica na geragdo (Barcaccia e Albertini, 2013). A caracterizagéo
ontogenética dos 6vulos apomiticos é tomada como um dos passos iniciais em
seu estudo em plantas, seguida da investigacdo molecular, como observado

nas principais linhas de pesquisa em apomixia desenvolvidas atualmente.

A apomixia possibilita a incorporagdo de marcadores geneéticos que
podem ser usados no melhoramento de cultivares comerciais, tornando
disponiveis hibridos com maior produtividade (Hanna e Bashaw, 1987). Além
de preservar o vigor e evitar a contaminagdo apos sucessivas geragoes, a
apomixia permite o envio de germoplasma de um programa internacional para
outros paises, possibilitando também o uso desse vigor, mesmo quando

presente em baixas taxas (Nassar, 2002).

As células que dao origem ao embrido apomitico podem se desenvolver
a partir das camadas L1 ou L2 do meristema apical caulinar (Koltunow e

Grossniklaus, 2003). O sitio de origem do embrido € o principal critério utilizado
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na classificagcdo dos tipos de apomixia, sendo distinguidos a apomixia
gametofitica e embrionia adventicia (Asker e Jerling, 1992). Na apomixia
gametofitica, dois mecanismos s&o conhecidos, a aposporia e a diplosporia
(Asker e Jerling, 1992) (Fig. 6).

Sexual
ApomIXIa Diplosporia
Aposporia
Embrionia
adventicia

Figura 6. Esquema da formagdo do saco embrionario na reprodugdo sexual comparada a
apomitica em trés modalidades conhecidas: diplosporia, aposporia (apomixia gametofitica) e
adventicia. es = saco embrionario, i = tegumento interno, f = funiculo (adaptado de Koltunow
e Grossniklaus, 2003).

Na aposporia, uma ou mais células somaticas do ovulo, ou iniciais
aposporicas, alargam-se consideravelmente, dando origem a um saco
embrionario unicelular (Asker, 1980; Koltunow, 1993). O tempo de iniciagao do
saco aposporico € frequentemente um indicativo da coexisténcia dos processos
sexuais e aposporicos em um determinado 6vulo (Koltunow, 1993). Se o saco
aposporico inicia sua diferenciagao tardiamente, quando a formag¢ao do saco
sexual esta relativamente adiantada, ambos os sacos podem coexistir (Nogler,
1984).

Sacos embrionarios apospoéricos frequentemente se parecem com o

saco sexual no que diz respeito ao numero de nucleos e organizagao espacial,
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como observado em Hieracium (Koltunow, 1993). Entretanto, Panicum
(Bashaw e Hanna, 1990) e Brachiaria (Araujo et al., 2005) podem apresentar
de 2-4 nucleos, diferente do saco com oito nucleos encontrado em

megagametdfitos sexuais dos géneros.

Na diplosporia, 0 saco embrionario ndo reduzido € desenvolvido a partir
da célula mde do megasporo (Asker, 1984). Nela, o nucleo divide-se
mitoticamente e a célula cresce consideravelmente, mas ndo se divide
(Bashaw, 1980). A identificacao citolégica da diplosporia deve seguir desde os
primeiros estagios de desenvolvimento do saco, sendo as melhores evidéncias
desse tipo de apomixia a auséncia de meiose e megasporos em tétrades
lineares (Bashaw, 1980), além de padrbes de acumulo ou auséncia de calose

nas células geradoras da apomixia (Bicknell e Koltunow, 2004).

No ultimo tipo de apomixia classificado por Asker e Jerling (1992), a
embrionia adventicia, o embrido pode surgir diretamente de células somaticas
do nucelo ou do tegumento, em fases mais tardias do desenvolvimento do
ovulo (Koltunow e Grossniklaus, 2003), sem a formacgao interveniente de um
saco embrionario (Asker, 1984). Alguns exemplos em que a embrionia
adventicia ja foi relatada sao os de Trichosdesma (Khaleel, 1977), Oryza sativa
(Nogler, 1982 apud Asker e Jerling, 1992), Citrus (Asker e Jerling, 1992) e M.
esculenta (Nassar et al., 2011). Um indicativo de ocorréncia de apomixia
adventicia em Citrus é a presenca de calose ao redor do saco embrionario
(Wilms et al., 1983), sendo também este um critério para distingdo de sacos

apomiticos em Brachiaria decumbens (Dusi e Willemse, 1999).

A apomixia pode ser iniciada em varios estagios durante o
desenvolvimento do megagametdfito, e os eventos da reprodugdo sexual no
mesmo 6vulo sdo usados como referéncia para delimitar o inicio da apomixia e
seu progresso (Koltunow e Grossniklaus, 2003). Em Hieracium, a inicial
aposporica surge apdés o comeg¢o do desenvolvimento do saco sexual,
entretanto, este é interrompido e o embrido a ser formado tem origem
apomitica (Koltunow et al., 1998). Ja em Brachiaria, 0 saco aposporico e o
sexual coexistem temporalmente, com o desenvolvimento de embrides de

ambas as origens (Araujo et al., 2000), assim como em Paspalum, apesar de o
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produto final ser frequentemente um embrido apospodrico (Hosjgaard et al.,
2012). O estabelecimento de um saco em detrimento do outro ou os fatores
que possibilitam a coexisténcia de ambos sdo questdes ainda a serem

elucidadas (Koltunow e Grossniklaus, 2003).

O controle genético da apomixia parece estar relacionado a um ou mais
loci, e sua expressividade pode ser afetada por condigbes ambientais (Nogler,
1984; Koltunow e Grossniklaus, 2003; Ozias-Akins e Dijck, 2007) e a efeitos
provocados epigeneticamente (Grimanelli, 2012; Springer, 2013). De qualquer
maneira, os processos de apomeiose (desvios na divisao meidtica da célula
mae do megasporo) e partenogénese (desenvolvimento autbnomo do
embrido), seguidos ou ndo de pseudogamia (fertilizacdo da célula média que
da origem ao endosperma), caracterizam grande parte da apomixia em

angiospermas (Rodriguez-Leal e Vielle-Calzada, 2012).

Muitos apomiticos tém origem hibrida e surgiram por alopoliploidia
(Spillane et al., 2001; Bhat et al., 2005). Segundo Carman (1997), a apomixia
surge da expressao de genes reprodutivos sexuais duplicados em hibridos ou
genomas poliploides. Ela parece representar uma alternativa a reproducgao
sexual em populagdes hibridas com altos niveis de esterilidade (Goldenberg e
Werpachowski, 2004 ), permitindo a sobrevivéncia da espécie e perpetuagéo de

conjuntos génicos, sendo este um importante papel para a especiagao.

Em gramineas, a associacado entre aumento da frequéncia de apomixia
e aumento de ploidia foi relatada por diversos autores (Brown e Emery, 1958;
Valle e Savidan, 1996; Quarin et al., 2001; Matzk et al., 2003; Hojsgaard et al.,
2008). Apomixia, hibridizacdo e poliploidia também mantiveram estreitas
relacbes em algumas dicotiledéneas (Carman, 1997), como em Rosaceae
(Talent, 2009), Asteraceae (Krahulcova et al., 2011) e Brassicaceae (Lovell et
al., 2013). Em Arabidopsis (Lee e Chen, 2001) alteracdes de ploidia afetaram a
metilacdo e a expressao de diferentes alelos. Outros estudos apontam ainda
uma possivel correlagdo entre apomixia e aneuploidia, como em Potentilla
(Asker, 1971) e em Manihot (Nassar, 2003).

Apesar de poliploidia e apomixia ocorrerem frequentemente associadas,
o aumento de ploidia ndo parece ser requisito absoluto para a expressao da
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apomixia (Bicknell e Koltunow, 2004). Isso se confirma com o relato de raros
apomiticos em plantas diploides (Bicknell, 1997; Naumova et al., 1999;
Koltunow et al., 2000).

Entre certas familias, como Melastomastaceae, a esterilidade masculina
esta relacionada a ocorréncia de apomixia (Baumgratz e Silva, 1986;
Goldenberg e Shepherd, 1998). Entretanto, em alguns casos, individuos de
espéecies apomiticas podem apresentar niveis de fertilidade relativamente altos
(Goldenberg, 2000). Em Manihot, a esterilidade em individuos apomiticos esta
mais associada a irregularidade meibtica que a ocorréncia de apomixia em si
(Nassar, 2002). Ainda assim, baixas viabilidades de pdlen tém sido reportadas
em hibridos apomiticos de M. esculenta (Nassar, 2001, 2006; Nassar et al.,
2000, 2011).

A transferéncia da apomixia de espécies silvestres para plantas
cultivadas tem sido o objetivo de diversos esfor¢os no melhoramento (Koltunow
et al., 1995; Spillane et al., 2001). A identificacdo dos loci que envolvidos na
expressao da apomixia e uma acurada caracterizagdo do modo sexual para
determinacéao de mutagdes ou desregulacdo génica sdo questdes para o
progresso dos estudos e aplicagbes da apomixia nas diversas areas do

conhecimento (Spillane et al., 2001).
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Manihot esculenta

Citogenética de M. esculenta

O numero cromossémico em M. esculenta € 2n 36 (Cruz,1968;
Sohmer, 1968; Carvalho e Guerra, 2002). Jennings (1963) sugeriu que o
género tem numero basico x=9 e possivelmente origem alopoliploide. Magoon
et al. (1969) encontraram cromossomos em duplicata reforcando a origem
alotetraploide de M. esculenta. Assim, a espécie apresentaria comportamento
cromossémico de um diploide, com pareamento e segregacao regulares dos

Cromossomaos.

Espécies silvestres do género apresentam numero cromossémico 2n=36
(Cruz, 1968; Nassar, 1978), assim como o parental cultivado. Plantas com

numero cromossémico de 54 sao consideradas triploides, e de 72, tetraploides.

Segundo Nassar (2002), a evidéncia citolégica mais convincente de
alteragdes meioticas causadas pela poliploidia € a ocorréncia de gametas néo
reduzidos na espécie. O produto de uma meiose regular é a tétrade, composta
por quatro micrésporos, que ficam unidos temporariamente por uma parede
caldsica (Brownfield e Kohler, 2011); diades e triades sdo produtos de falhas
na meiose causadas por disturbios no funcionamento dos fusos (Bretagnolle e
Thompson, 1995).

O primeiro relato de ocorréncia de gametas néo reduzidos no género
envolveu o estudo de hibridos interespecificos de M. esculenta, com formacéao
de diades atribuidas a anormalidades no fuso meidtico (Nassar, 1992, 1994;
Nassar e Freitas, 1997). Altas porcentagens de gametas nao reduzidos foram
observadas em outros clones de M. esculenta, sugerindo ser esta uma
caracteristica herdavel e geneticamente controlada (Vasquez e Nassar, 1994).
Os micronucleos, diades e triades séo relatados em hibridos e tipos poliploides
de M. esculenta, sendo possivelmente relacionados a segregacgéo

cromossOmica irregular pés-metafase (Nassar, 2000).
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Associagdes cromossOmicas regulares de bivalentes foram observadas
em espécies silvestres e na cultivada, enquanto univalentes, trivalentes e
quadrivalentes caracterizaram hibridos diploides e poliploides da espécie
(Nassar e Freitas, 1997; Nassar, 2000, 2002; Nassar e Ortiz, 2008; Nassar et
al., 2010, 2011). As configuragdes multivalentes em M. esculenta resultam em
microsporos anormais, sendo esse o fator causador da irregularidade.
Aparentemente, qualquer formagdo multivalente diferente do pareamento
bivalente, pode conduzir a produgao de micrésporos e graos de pdlen inviaveis

em M. esculenta (Hashimoto, 2009).

Apesar das irregularidades cromossOmicas que acompanham os
poliploides, existem certas vantagens que tornam as plantas com ploidia
aumentada superiores as diploides em varios aspectos. A heterose atribuida
recentemente ao efeito epigenético (Springer, 2013) torna os poliploides mais
vigorosos e mais produtivos. A poliploidia representa também uma solugao
para a esterilidade de hibridos de mandioca, permitindo o estabelecimento do
novo conjunto génico formado (Nassar, 2000), assim como observado na
histéria evolutiva de diversas culturas como a do algodao (Kimber, 1961),
tabaco (Kenton et al., 1993), trigo (Cox, 1998) e café (Lashermes et al., 1998).

Assim como a poliploidia tem influéncia sobre a divisdo meidtica, a
fertilidade vegetal sofre alteragdes. Diversos meios para se determinar a
fertilidade em plantas tém sido utilizados, como a contagem de frutos e
sementes, germinacao in vivo, germinacao in vitro, coloragdo de graos de
polen, dentre outros (Dafni e Firmage, 2000). Apesar de superestimar a
viabilidade em comparagdo com outros métodos (Duarte-Silva et al., 2011), a
coloracédo do pdlen é considerada o meio mais facil, rapido e menos oneroso
de se obter dados de fertilidade de uma planta (Dafni e Firmage, 2000), por
isso tem sido amplamente utilizada para M. esculenta (Hahn et al., 1990;
Carvalho e Guerra, 2002; Nassar et al., 2009, 2010; Perera et al., 2012).
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Biologia reprodutiva de M. esculenta

M. esculenta € a unica espécie cultivada dentre 98 contidas no género.
Apesar disso, dados sobre estruturas reprodutivas femininas da espécie sao
limitadas, em especial na principal referéncia botanica sobre o género, a

monografia de Rogers e Appan (1973).

A flor masculina da espécie tem menor didmetro que a feminina, as
anteras s&o alongadas e em numero de dez, o ovario é supero e composto por
trés carpelos com um 6vulo em cada I6culo (Silva et al., 2001). A quantidade de
flores femininas por inflorescéncia é muito menor em relacdo as flores
masculinas (Graner, 1942), com cerca de 2 flores femininas para 25 botdes

masculinos.

O periodo entre o plantio e o florescimento da planta depende da
especificidade genotipica e das condi¢des ambientais, podendo variar de um a
mais de 24 meses (Byrne, 1984). A protoginia é caracteristica do género
(Rogers e Appan, 1973), e a diferengca de abertura das flores femininas e
masculinas é de uma a duas semanas (Halsey et al., 2008). A flor feminina esta
pronta para fertilizacdo apés cerca de 20 dias de seu aparecimento, enquanto a
flor masculina esta apta apds cerca de 30 dias, e os frutos abrem-se de 2 a 3

meses depois da fertilizacao (Halsey et al., 2008).

O grao de polen é grudento (Rogers e Appan, 1973) e tem como diametro
médio 121um (Mbahe et al., 1994), podendo variar, ainda que em um mesmo
gendtipo, de 90 a 150um (Halsey et al., 2008). Em plantas poliploides de M.
esculenta, o diametro variou de 155 a 190um em triploides, e de 175 a 195um
em tetraploides (Hahn et al., 1990).

Pouco é conhecido a respeito da ontogenia reprodutiva feminina em
Manihot (de Toledo, 1963; Rao e Rao, 1976; Ogburia e Adachi, 1994; Perera et
al., 2012). Trabalhos sobre espécies silvestres do género referem-se ao relato
do saco embrionario sexual do tipo Polygonum em M. dichotoma (Schnarf,
1931 apud Rao e Rao, 1976) e M. palmata (Ventura, 1940 apud Rao e Rao,
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1976). Esse tipo também foi reportado para M. esculenta (Rao e Rao, 1976)

(Fig. 7).

Os sacos embrionarios em Euphorbiaceae, em especial em Ricinus,

Hevea, Jatropha e Euphorbia, tém sido bem investigados, como exposto no

Figura 7. Esquema de
saco embrionario de M.
esculenta com  oito
nucleos (adaptado de
Rao e Rao, 1976).

levantamento de Kapil e Bhatnagar (1994). Nesse relato,
o tipo Polygonum é apresentado como o saco tipico e
primitivo da familia. Em um hibrido entre M. esculenta e
M. neusana foram observados oito nucleos compondo o
saco embrionario sexual (Nassar et al., 2000). Entretanto,
Kapil e Bhatnagar (1994), e mais recentemente, Perera et
al. (2012), apontam para a falta de informagbes mais
detalhadas acerca do desenvolvimento do saco
embrionario em M. esculenta, e consequentemente, no

género a que a espécie pertence.

O trabalho com citoquimeras, conforme nossos resultados, pode

representar um papel importante para futuras manipulagcdées de caracteristicas

no melhoramento da cultura. O estudo da natureza apomitica na espécie pode

trazer avancos, no sentido de promover a fixacao de fendtipos superiores como

0Ss mais resistentes a seca e as pragas, 0os mais produtivos, dentre outros.
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Apomixia na mandioca: avangos e desafios

Resumo

A cultura da mandioca € a mais importante nos tropicos e subtropicos. A
apomixia pode revolucionar a produ¢ao da mandioca devido a varios atributos.
Essas vantagens em potencial incluem a manutencao de cultivares superiores
por semente sem segregacao, garantindo a superioridade clonal por geragdes
e prevenindo contra a contaminagao por bactérias e virus. Historicamente, a
apomixia foi primeiramente observada na década de 80, pelo Instituto de
Agricultura Tropical, em uma progénie homogénea advinda de cruzamentos
hibridos. De 1980 até 2010, a apomixia foi extensivamente estudada na
Universidade de Brasilia, com o intuito de se determinar os mecanismos e
ocorréncia do fendmeno. Os genes apomiticos ocorrem naturalmente em
baixas frequéncias na mandioca cultivada e podem ser transferidos por
cruzamentos com espécies silvestres. Aparentemente, a apomixia na mandioca
€ controlada por mais de um gene recessivo, que atua de forma aditiva. A
aneuploidia esta associada a apomixia na cultura, e pode fornecer o dobro da
dosagem necessaria para a agao dos genes recessivos. Usando técnicas
moleculares, a homologia genética de uma progénie foi verificada, enquanto
analises embribnicas tém revelado poliembrides nucelares. A poliploidia foi
relacionada ao aumento da porcentagem de apomixia. A partir de uma visao
evolutiva, a poliploidia tem contribuido para a produgdo de novas espécies,
quando combinada a apomixia. Recentemente, embrides somaticos foram
detectados no tegumento ovular, revelando um modo raro de apomixia

documentado somente na mandioca.

Palavras-chave
Aneuploidia, aposporia, embrionia adventicia, hibridizagdo, poliploidia,

esterilidade.
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Apomixis in cassava: advances and challenges

Abstract

Cassava is the most important staple crop in the tropics and subtropics.
Apomixis may revolutionize its production due to various attributes. These
potential advantages include production by true seed, maintaining cultivars
superiority over generations without segregation, and avoiding contamination by
bacteria and viruses. Historically, apomixis was initially observed by
International Institute of Tropical Agriculture researchers, in the 1980s, in
homogenous progeny of hybrid crosses. Later, from 1980 through 2010,
apomixis was extensively studied by University of Brasilia, in order to determine
contributing mechanisms and occurrence. Apomixis genes occur naturally at
low frequencies in cultivated cassava and can be transferred by crosses with
wild species. Apparently, apomixis in cassava is controlled by more than one
recessive gene, which acts in an additive form. Aneuploidy is associated with
apomixis in cassava and can provide the double dosages necessary for
recessive genes action. By using molecular techniques, genetic homogeneous
progeny has been demonstrated, while embryonic exams have shown nucellar
multiembryos. Polyploidy was found to increase apomixis percentage. From an
evolutionary viewpoint, polyploidy has contributed to production of new species,
when combined with apomixis. Recently, somatic embryos have been detected
in integument tissue, revealing a rare model of apomixis that has only been

documented in cassava.

Keywords
Adventitious embryony, aneuploidy, apospory, hybridization, polyploidy, sterility.
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Algumas consideragoes sobre a apomixia na mandioca

Apomixia significa a produgdo de sementes sem fertilizacdo. Ela tem
sido investigada em varias culturas desde a década de 1940, por varios autores
(Gustafsson, 1946; Brown e Emery, 1958; Nygren, 1967; Nogler, 1984; Hanna
e Bashaw, 1987; Asker e Jerling, 1992; Savidan, 1992; Grimanelli et al., 2001;
Koltunow e Grossniklaus, 2003; Ozias-Akins, 2006; Yudakova, 2009; Tucker et
al., 2012; Hojsgaard et al., 2013). Ela tem sido estudada em 400 espécies
dentro de 300 géneros e 40 familias de angiospermas (Carman, 1997; Singh et
al.,, 2011). A apomixia ocorre em poucas espécies de importancia agricola,
como em algumas forrageiras como Panicum, Brachiaria, Cenchrus,
Tripsacum, Hieracium e Paspalum, e em frutiferas como Citrus, Malus, Mango

e ornamentais como Orchidacea (Singh et al., 2011).

O primeiro relato de apomixia na mandioca veio do Instituto Internacional
de Agricultura Tropical (IITA, 1984), em que similaridades morfolégicas foram
observadas em progénies oriundas de cruzamentos de espécies silvestres com
a planta cultivada, ao invés de progénies altamente segregantes. A primeira
documentagédo experimental de apomixia ha mandioca surgiu de observagdes
de uniformidade morfolégica em progénies, além de abundante formacao de
frutos em individuos supostamente estéreis (Nassar, 1994). As caracteristicas
observadas pelo autor incluiram cor e textura da raiz, cor do caule, cicatriz do
peciolo e seu comprimento, e cor de flor e fruto. Quatro clones de mandioca
foram analisados (UnB 011, UnB 040, UnB 060 e Branca Santa Catarina), além
de um hibrido entre mandioca e M. dichotoma Ule (UnB 031), embasados na
uniformidade morfolégica da progénie. Um deles, UnB 011, alcangou 77% de
homogeneidade. A viabilidade de pdlen e a contagem cromossdmica indicaram

uma associagao entre aneuploidia e altas taxas de apomixia.

Espécies silvestres de Manihot, consideradas fontes de muitos
caracteres uteis (Nassar, 1978), parecem ter conferido também os genes da
apomixia a mandioca cultivada através de hibridizacbes naturais. Por isso, a

apomixia é frequentemente relatada em cultivares indigenas, que cruzam
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facilmente com espécies silvestres em ambientes naturais (Nassar, 1978,
1992).

Frequéncia do gene da apomixia na mandioca

No inicio dos anos 90, dois clones candidatos para apomixia facultativa,
UnB 011 e UnB 031, foram investigados usando RAPD (Grattapaglia et al.,
1995). Polimorfismos de DNA foram observados entre o parental materno e as
progénies de UnB 011. Diversos marcadores foram encontrados na planta
mae, e ausentes na progénie, e vice-versa, claramente rejeitando a hipotese de
uma origem apomitica para toda a descendéncia. Este resultado difere da
conclusdo de um estudo morfolégico prévio (Nassar, 1994) que indicava 77%
de apomixia no clone. Certamente, a frequéncia de apomixia baseada em
marcadores morfologicos foi superestimada. Parece que a penetrancia
incompleta de marcadores genéticos ou modificagdes influenciadas por efeitos

ambientais mascararam o fenétipo correto, especialmente em UnB 011.

Entretanto, a apomixia ocorria nos clones UnB 011 e 031, mas em
baixas porcentagens. A observagdo de multiplas plantulas por semente
(Nassar, 1994, 2002; Nassar et al, 1998a) suportaram a hipotese de que
progénies apomiticas originam-se de poliembrionia nucelar. Nassar (1994)
relatou que os genes de apomixia ocorriam no conjunto génico da mandioca
comum naturalmente e em frequéncias baixas, exercendo um importante papel

na evolugao de espécies do género.

Marcadores moleculares tém sido usados com sucesso para determinar
a frequéncia da apomixia em hibridos de mandioca. Nassar e Collevatti (2005a,
2008) e Nassar et al. (1998b, 2006, 2009) analisaram um grande numero de
amostras de parentais, geragdes de Fi e F, de hibridos entre M. glaziovii x
mandioca, denominados UnB 307. De acordo com seus resultados, a heterose
foi baixa para todos os loci; amostras de F, da planta mae apresentaram
irmaos com loci diferente, tanto quando comparados entre eles quanto quando

considerados em relagdo a planta mae. Para a geragao F, de 307/2, dois de
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quarto eram similares ao parental. Para a geragao F, de 307/5, um de seis era

idéntico ao parental.

Tipos de apomixia na mandioca e sua transferéncia a partir de

espécies silvestres

Seguindo a mesma linha de deteccdo molecular da apomixia na
mandioca, Nassar et al. (1998b) analisaram a progénie F, de UnB 031 e UnB
200, um hibrido entre a mandioca cultivada e M. glaziovii Mull. Arg. Eles
combinaram marcadores de RAPD e estudos embriolégicos e encontraram
uma estimativa mais acurada de 2% de apomixia; eles também detectaram
apomixia em um segundo genoétipo dentro da progénie de F4, além da
determinacao de aposporia como tipo de apomixia na mandioca. O fato de a
apomixia ter sido encontrada na geragao F1 de um hibrido interespecifico leva
a crer na possibilidade da transferéncia direta da caracteristica de um parente
silvestre para a mandioca cultivada, hipotese predita anteriormente pelos

autores.

Baseando-se nas analises de RAPD, progénies de UnB 031 e UnB 200
claramente indicaram que o tipo de apomixia detectado no estudo era
facultativo e ocorria em niveis muito baixos na mandioca. Em analises
embriolégicas desenvolvidas no mesmo trabalho, ambos o0s clones
apresentaram sacos aposporicos e sexuais hum mesmo ovulo. Aparentemente,
um deles derivou-se de células somaticas ovulares, enquanto o outro se

originou da célula mae do megasporo.

Os sacos normais continham uma oosfera, dois nucleos polares e trés
antipodas. As sinérgides eram ocasionalmente encontradas. A oosfera era
frequentemente inconspicua. As antipodas distinguiam-se por possuirem
formato de gota lacrimal expandida, com citoplasma denso, posi¢ao calazal, e
auséncia de parede separando-as da cavidade do saco. Os sacos aposporicos
nao continham antipodas, e somente um nucleo por saco. Algumas vezes
havia um unico nucleo polar e uma oosfera por saco. Esses resultados
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sugerem fortemente que o mecanismo responsavel pela apomixia na mandioca

€ a aposporia.

Num estudo com um tipo poliploidizado de mandioca, Nassar et al.
(2011) relataram embrides adventicios (Figura 1A), juntamente a outros dois
sacos embrionarios em um évulo (Figura 1B). Esta foi a primeira documentagao
de ocorréncia do fenbmeno na planta cultivada, particularmente em um hibrido
interespecifico. Aparentemente, além da aposporia, a embrionia somatica
caracteriza hibridos interespecificos da mandioca, mostrando certa plasticidade
no desenvolvimento de diferentes tipos de apomixia na cultura. Outra
observacdo foi a de que a formacdo de poliembribes pode acontecer

independentemente da polinizacdo e da fertilizagdo. Esta ultima questdo € um

dos aspectos mais significativos sobre a apomixia na mandioca.

Figura 1. A. Sacos embrionarios adventicios entre os tegumentos interno e externo de Manihot
esculenta. B. Dois sacos embrionarios em um évulo.

Transferéncia da apomixia a partir de Manihot neusana Nassar

A descoberta da transferéncia da apomixia com origem em M.glaziovii
na década de 1990 foi seguida pelo relato de sua transferéncia a partir de M.
neusana (Nassar et al.,, 2000; Nassar, 2003a). A primeira e a segunda
geragodes, incluindo as plantas parentais de mandioca x M. neusana foram

analisadas embrionicamente e citogeneticamente.
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M. neusana apresentou 1,5% de frequéncia apomitica, enquanto essa
caracteristica foi ausente na mandioca e na geragao F4. No trabalho de Nassar
et al. (2000), sacos embrionarios normais foram encontrados apresentando oito
nucleos (Figura 2A). Dois sacos embrionarios foram observados pela primeira

vez crescendo lado a lado em um individuo da geragao F, (Figura 2B).

Enquanto o hibrido F1 ndo mostrou apomixia nas analises embribnicas,
ela foi observada numa planta da geragao F». Isso significa que, possivelmente,
a apomixia em mandioca é controlada por mais de um gene recessivo, que
atua de modo aditivo, provavelmente localizado no mesmo cromossomo
(Asker, 1979). Nesse caso, cromossomos adicionais na planta aneuploide F»
(2n = 38) favoreceram a homozigose e as dosagens necessarias para a agao
daqueles genes. A conexdao entre apomixia e aneuploidia foi confirmada em
trabalhos mais recentes (Nassar, 2002, 2003b; Nassar et al., 2000, 2009).

Figura 2. A. Saco embrionario sexual com oito ndcleos em Manihot esculenta. B. Sacos
embrionarios apospdrico e sexual.

Um fendmeno interessante notado nos trabalhos sobre transferéncia de
apomixia de espécies silvestres para a cultivada é a esterilidade, que é
frequentemente associada a apomixia em progénies hibridas de mandioca
(Nassar, 2001; Nassar e Collevatti, 2005b). Isto foi observado em diversas
plantas e estudado em detalhe na cultivar UnB 200, que € de origem hibrida
entre mandioca e M. glaziovii. Vinte e cinco plantas foram obtidas desse hibrido
por polinizacado aberta. A progénie foi estudada citogeneticamente e

anatomicamente. Sacos embrionarios foram analisados pela técnica de
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clareamento in toto (Nassar et al. 2000). Estudos anatémicos revelaram sacos
aposporicos em toda a progénie (Figura 3). Em alguns casos, o
desenvolvimento de sacos embrionarios de células dentro do saco sexual foi
notado. Tanto o saco apospoérico quanto o sexual cresceram em paralelo e

coexistiram.

Aparentemente, a apomixia na mandioca é fortemente associada com a
irregularidade meidtica e a esterilidade. A esterilidade provavelmente ativa
certos genes nas células somaticas do nucelo ou do saco embrionario sexual,
favorecendo a formacao de sacos apospoéricos. Parece que a selegao natural
tem favorecido esta estrutura como um escape da extincdo e um modo de

perpetuacéo de gendtipos selecionados (Nassar et al. 2008b).

Figura 3. Sacos embrionarios apospoéricos em Manihot esculenta. A. Trés sacos aposporicos
no tecido nucelar. B. Saco apospérico desenvolvido dentro do saco sexual. C. Dois sacos
aposporicos em um o6vulo.

Aumento da frequéncia apomitica através do melhoramento

Como concluido anteriormente, as taxas de apomixia na mandioca
variam de 1-2%. Entretanto, a selecao recorrente tem provado aumentar esse
namero para 11%, julgando-se pela frequéncia de poliembrides (Nassar et al.,
2000). Este resultado suporta a hipétese de que a apomixia na mandioca é
controlada por multiplos fatores; o acumulo desses fatores em certo genaétipo
poderia resultar em altos niveis de apomixia. O melhoramento objetiva
acumular os genes aditivos da apomixia em clones superiores, sendo um

desafio relevante para os melhoristas de mandioca no futuro.
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Poliploidia, hibridizagcao e apomixia na mandioca

Nassar (2002, 2006) e Nassar et al. (2008a, 2010, 2011) explicaram o
papel da poliploidizacdo e da hibridizagao interespecifica na especiagcao do
género. Hibridos estéreis adaptados a certos ambientes podem ter perpetuado
a apomixia, dando origem a novas espeécies. A apomixia habilita os hibridos a
manterem sua estrutura heterogénica sob condigcbes desfavoraveis,

protegendo-os contra futura recombinagao.

Os hibridos poliploidizados de mandioca com M. anomala Pohl, M.
glaziovii e M. oligantha Pax forneceram informagdes que apoiam essa hipotese.
Eles foram estudados extensivamente por meios citogenéticos, embribnicos e

morfologicos.

Essas plantas poliploidizadas apresentaram 72 cromossomos em todos
os hibridos investigados, e poliembrides foram observados microscopicamente
(Figura 4) com frequéncia de cerca de 29% nos hibridos com M. oligantha,

comparados a 1% na planta mae.

Figura 4. A-C. Sacos embrionarios apomiticos em hibridos poliploidizados de Manihot glaziovii
x mandioca. D. Saco apomitico no hibrido poliploidizado entre M. oligantha x mandioca.

Em seu levantamento sobre apomixia e poliploidia, Carman (1997) relata
que elas mantém estreita relagdo, e enfatiza sua ocorréncia simultdnea em
angiospermas. Mais recentemente, Nassar et al. (2008b) detectaram a
natureza apomitica pela analise do saco embridnico de hibridos naturais entre
M. tripartita Mull. Arg. e M. caerulescens Pohl. Ele cresceu estavel por varias

geragdes, demonstrando ser uma nova espécie evoluida. Esta observagao
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sobre a combinac&o de hibridizacdo e poliploidia apoia a ideia de que ambos
fendbmenos devem ter desempenhado um papel importante na evolugao da
apomixia em espécies de Manihot. A hibridizagdo leva a novos tipos mais
adaptados a certos ambientes, enquanto a poliploidia aumenta o numero de

genes aditivos responsaveis pela apomixia, perpetuando esses genotipos.
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Citogenética e comportamento anatémico de citoquimeras e
poliploides totais em mandioca

Resumo

Cultivares de citoquimeras periclinais, hibridos interespecificos e poliploides
totais de mandioca foram estudados em relagédo ao comportamento embridnico,
citogenético e anatémico. Eles tiveram seus apices meristematicos caulinares,
gréos de polen, flores femininas e masculinas, raizes, estdmatos e periodo de
florescimento analisados. As citoquimeras exibiram aumento no tamanho das
células em L1 e L2. A poliploidia levou a expansdo dos estdbmatos nas
quimeras, enquanto L2 gerou configuragdes tetraploides, irregularidades de
tétrades, reducdo da viabilidade de pdlen e aumento na frequéncia de sacos
poliembrionarios. A composi¢cao quimeral de L1 e L2 tetraploides e L3 diploide
promoveu a expressao notavel do efeito epigenético no alargamento das
raizes, comparada aos diploides totais. Um dos tipos quimerais apresentou
completa inibicdo do florescimento. A viabilidade e o didmetro do podlen
mostraram-se marcadores confiaveis para a determinacdo de ploidia em

mandioca.

Palavras-chave

Apomixia, meristema apical caulinar, epigenética, produtividade de raizes,

viabilidade de pdlen.
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Cytogenetics and anatomical behavior in cytochimeras and
total polyploids cassava

Abstract

Cassava periclinal cytochimeras, cultivars, interspecific hybrid and polyploid
types were studied in relation to embryonic, cytogenetic, and anatomical
behaviour. They had their apical shoots, pollen grains, male and female buds,
roots, stomata and flowering period analyzed. Chimeras exhibited increased
size of L1 and L2 cells. Polyploidy led to enlargement of stomata in chimeras
while L2 gave tetraploid chromosome configurations, tetrad irregularity,
decrease of pollen viability and increase of polyembryo sacs frequency.
Chimera composition of tetraploid L1 and L2 and diploid L3 expressed a notable
epigenetic effect seen in a very enlargement of edible roots compared to total
diploid. One of the chimeric types was accompanied by complete flowering
inhibition. Pollen viability and diameter revealed a reliable marker to determine

ploidy levels.

Keywords

Apical meristems, apomixis, epigenetic, pollen viability, root productivity.
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Introducao

Manihot € um género com 100 espécies conhecidas (FAO, 2013). Todas
as espeécies investigadas tem numero cromossOmico 2n=36, incluindo a
espécie cultivada Manihot esculenta Crantz (Nassar, 1978; Carvalho e Guerra,
2002). A poliploidia tem executado um importante papel na evolugdo das
especies cultivadas, e tem sido empregada com sucesso no melhoramento de
cultivares produtivos (Sreekumari et al., 2000; Ceballos et al., 2004; Nassar e
Ortiz, 2008).

Em plantas de propagacgao vegetativa, como € o caso da mandioca,
poliploides artificiais podem ser obtidos com o tratamento de colchicina em
gemas laterais, seguido da propagacdo por estaquia (Nassar, 2003).
Entretanto, quimeras podem surgir como resultado da infiltragdo incompleta da
colchicina nas trés camadas meristematicas (Nassar, 2003). Isso pode formar
inicialmente quimeras setoriais, que logo se transformam em periclinal pelo
processo de substituicdo (Marcotrigiano e Bernatzky, 1995). A forma estavel é
normalmente a periclinal, e ela pode ser identificada pelo exame dos tecidos
derivados das camadas L1, L2 e L3 (Burge et al., 2002). A primeira forma a
epiderme, a segunda os gametas, e a terceira compde o cilindro central,
incluindo o periciclo, que é o responsavel pela formagao de raizes (Zhu et al.,
2007).

Mandiocas poliploides mostraram-se produtivas (Hahn et al., 1990;
Gomes e Nassar, 2013); entretanto, ndao ha disponivel outra referéncia a
citoquimera e seu papel na produtividade. A poliploidia foi também citada em
relacdo a formacado poliembridnica e ocorréncia de apomixia em mandioca
(Freitas e Nassar, 2013). N&s tentamos explicar neste trabalho os limites e as
potencialidades da poliploidizagdo na indugao de alteragdes poliembridnicas e
na frequéncia de apomixia. A literatura disponivel sobre citoquimeras em
culturas de tubérculos é escassa, ainda mais em mandioca. Até onde sabemos,

este é o primeiro relato sobre o assunto.
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Material e métodos

Material vegetal

Quatro cultivares e um hibrido interespecifico de mandioca, além de uma
progénie advinda de um tipo poliploidizagéo, foram usados neste estudo. Uma

curta descri¢cao deles segue abaixo.

UnB 530. Cultivar indigena. Arbusto ereto, cerca de 1-1,6m de altura.
Cicatrizes peciolares proeminentes, com cerca de 1 cm. Caules jovens verde-
avermelhados, assim como peciolos, flores e frutos. Ovario alado. Raizes

cilindricas. Denominado neste trabalho por UnB 530.

UnB 530p. Ramo de UnB 530 poliploidizado artificialmente com colchicina, e
propagado vegetativamente (Nassar, 2003). Arbusto ereto a semi-
decumbente, com cerca de 0,5-2 m de altura. Caules jovens verde-
avermelhados, assim como peciolos, flores e frutos. Ovario alado. Raizes

cilindricas (Nassar et al., 2012). Denominado neste estudo como UnB 530p.

Progénie de UnB 530p. Progénie obtida de livre polinizacdo de UnB 530p,
constituindo 37 individuos denominados 530-1 a 530-37.

UnB 530-5. Individuo triploide da progénie de UnB 530p. Arbusto ereto a semi-
decumbente, com cerca de 1-1,5 m de altura. Ramos dicétomos, eretos a semi-
decumbentes. Caules jovens verde-avermelhados, assim como peciolos, flores

e frutos. Ovario alado. Raizes cilindricas. Denominado neste estudo por 530-5.

UnB 530-19. Individuo triploide da progénie de UnB 530p. Arbusto ereto a
semi-decumbente, com cerca de 1-2,5 m de altura. Ramos dicoétomos, eretos a
semi-decumbentes. Caules jovens verde-avermelhados, assim como peciolos,
flores e frutos. Ovario alado. Raizes cilindricas. Denominado neste estudo por
530-19.

UnB 307-1. Cultivar de mandioca. Arbusto ereto a semi-decumbente, com
cerca de 1-2 m de altura. Cicatrizes do peciolo proeminentes, com cerca de 0,8
cm. Caule, peciolos, flores e frutos salpicados de purpura. Ovario levemente
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alado. Raizes cilindricas, com comprimento entre 30-80 cm e diametro de 2-30

cm. Denominado como 307-1.

UnB 307-1 poli. Ramo poliploidizado artificialmente de UnB 307-1 pela
aplicacao de colchicina e propagado vegetativamente (Nassar, 2003). Arbusto
ereto a semi-decumbente, com cerca de 2 m de altura. Cicatrizes do peciolo
proeminentes, com cerca de 1 cm. Caule e peciolos salpicados de purpura.
Raizes cilindricas, com comprimento entre 10-80 cm e didametro de 2-35 cm.

Denominado como Quimera 307-1.

Manihot glaziovii x M. esculenta. Hibrido produzido sexualmente (Nassar,
2003). Arbusto ereto, com cerca de 2,5 m de altura. Cicatrizes do peciolo ndo
proeminentes. Caule, peciolo, flores e frutos com pontos avermelhados. Ovario

levemente alado. Raizes fibrosas. Denominado Glaz hibrido.

Manihot glaziovii x M. esculenta poli. Ramo poliploidizado artificialmente pela
aplicagao de colchicina e propagacao vegetativa do hibrido Manihot glaziovii x
M. esculenta (Nassar, 2003). Arbusto ereto, com cerca de 3 m de altura.
Cicatrizes nao proeminentes dos peciolos. Caule, folhas, flores e frutos verdes
com alguns pontos avermelhados. Ovario com ala ndo proeminente. Raizes

fibrosas. Denominado como Quimera glaz.

Todas essas plantas estdo propagadas e estabelecidas na Colecao Viva de

Manihot na Estacao Experimental da Universidade de Brasilia, Brasilia, Brasil.

Anatomia do apice meristematico caulinar

Apices meristematicos de UnB 530, UnB 530p, 307-1, Quimera 307-1,
Glaz hibrido and Quimera glaz foram coletados e fixados em Carnoy por 14
dias. Eles foram desidratados e incluidos em parafina (Kraus e Arduin, 1997),
corados duplamente e montados em resina (Paiva et al., 2006). Cortes
longitudinais de 6 ym foram feitos em micrétomo rotativo Leica RM 2145. Duas
secgoes de cada planta tiveram vinte células medidas em cada camada L1, L2

e L3. O teste de Tukey foi aplicado com p<5 ente camadas da mesma amostra.
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Morfologia, tamanho e densidade estomaticas

Folhas com 1 cm? de UnB 530, UnB 530p, 530-5, 530-19, 307-1,
Quimera 307-1, Glaz hibrido e Quimera glaz foram secas e cobertas com ouro
em p6 no metalizador Leica EM SCD 500, e fotografadas em microscopio
eletrénico de varredura JEOL JSM 700 1-F para observagbes morfologicas.
Para as medicdes, cinco folhas retiradas na altura do quarto né das plantas
citadas tiveram sua face abaxial proximo a nervura central coberta por duas
camadas de esmalte incolor (Kraus e Arduin, 1997). Essas impressoes foram
colocadas em laminas com agua, e um total de nove fotos por amostra foram
tiradas com a objetiva de x40. O tamanho dos estdbmatos foi considerado a
partir das margens externas das células-guarda. A densidade foi calculada para

uma area de 1 mm?. O teste de Tukey foi aplicado com p<5.

Fertilidade e morfologia do pdlen

A fertilidade das plantas foi medida levando-se em conta a viabilidade do
grao de polen e a formagdo de sementes. O numero de 6vulos por ovario
desde os estagios iniciais de desenvolvimento até a semente madura foram
considerados, e a taxa évulo/ovario (para sementes imaturas e semente/fruto
(para sementes maduras) foi obtida. O periodo de florescimento foi registrado

para as plantas neste estudo de margo de 2009 a abril de 2013.

Para a viabilidade de podlen e investigagdo dos micrésporos, flores
masculinas foram coletadas, fixadas em Carnoy, conservadas em etanol 70% e
coradas em acetocarmina a 2% (Nassar, 2003). UnB 530, UnB 530p, 530-5,
530-19, 530-36, 307-1, Quimera 307-1, Glaz hibrido and Quimera glaz foram
analisadas para a presencga de diades, triades ou poliades (Nassar, 2003), com

ou sem micronucleos.

Analises meidtica e mitotica
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Para o estudo meidtico, flores masculinas com comprimento de cerca de
1-3 mm foram mantidas em solugéo aquosa de colchicina e glicerina a 0,002 M
por seis horas. Elas foram ent&o coletadas e fixadas em Carnoy por 14 dias, e
conservadas em etanol 70%. A coloragao foi feita com acetocarmina a 2%
(Nassar, 2003). As associacbes cromossOmicas foram classificadas como
univalentes, bivalentes, trivalentes ou tetravalentes, com a média simples

calculada pela analise de dez células metafasicas.

Para a investigagao mitética, pontas de raizes foram pré-tratadas com 8-
hidroxiquinolina 0,002 M por 24 horas, fixadas em Carnoy e mantidas em
etanol 70%. Para a preparacdo das laminas, as raizes foram submersas em
HCI 5N por 10 minutos e coradas em reativo de Schiff por duas horas (Kraus e
Arduin, 1997), seguida por acetocarmina a 2% (Nassar, 2003). O numero

cromossémico foi determinado pela contagem de pelo menos dez células.

Anatomia do saco embrionario

Sacos embrionarios maduros de todas as plantas que floresceram foram
analisados pela técnica de clareamento (Young et al., 1979) em microscépio de
contraste interferencial. Ovulos com um saco embrionario foram classificados
como normais; o6vulos com mais de um saco foram considerados

poliembridnicos.

Produtividade de raizes

A formacgéao de raizes comestiveis nas cultivares UnB 530 (3 individuos),
UnB 530p(3 individuos) e 530-19 (2 individuos) foram registrados através do
calculo média do numero de raizes e peso. Elas foram mantidas sob as
mesmas condigdes de adubacdo e irrigagcdo, e arrancadas apos um ano do

plantio.

Os microscopios de luz Leica DM 2500 e Zeiss Axioscop 2 foram usados

para a observacao das imagens. Leica Application Suite 4.0 ou Photoshop CS4
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foram os softwares empregados para a captura e edicdo. As medidas de
estdmato e grdo de polen foram tomadas com Image Pro Plus version 4.5.0.29,

e para os testes estatisticos usou-se Assistat 7.6 beta.

Resultados

Anatomia do apice caulinar

Os cortes longitudinais dos apices meristematicos revelaram camadas
bem definidas (Figura 1). Todas elas apresentaram divisbes anticlinais e
periclinais. O teste de Tukey mostrou diferenga significativa entre as amostras
(Tabela 1). Comparando as médias de altura das células entre as plantas
diploides e as quimerais, foi observado um aumento no tamanho das camadas
L1 e L2. A camada L3 permaneceu com tamanho inalterado, com diferenca

estatistica nao significativa nas plantas deste estudo.
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Ll quimera

diploide

Figura 1. Cortes longitudinais de meristemas apicais de tipos diploides (UnB 530, 307-1 e
Glaz hibrido) e de quimeras de mandioca (UnB 530p, Quimera 307-1 e Quimera glaz)
mostrando L1, L2 e L3. A. UnB 530. B. UnB 530p. C. Detalhe de UnB 530, note a
semelhanga na altura das células nas camadas. D. Detalhe de UnB 530p. Note a
semelhanga no tamanho das células em L1 e L2. E. 307-1. F. Quimera 307-1. G. Detalhe de
307-1. H. Detalhe de Quimera 307-1. Note que as camadas L1 e L2 s&o maiores que L3. I.
Glaz hibrido. J. Quimera glaz. K. Detalhe de Glaz hibrido. L. Detalhe de Quimera glaz. Note
L1 e L2 maiores que L3. Barra=30 um (A, B, E, F, I, J); 20 um (C, D, G, H, K, L).
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Tabela 1. Médias da altura de vinte células em dois apices meristematicos por amostra das
plantas diploides (UnB 530, 307-1 e Glaz hibrido) e quimerais de mandioca (UnB 530p,
Quimera 307-1 and Quimera glaz) representadas em L1, L2 e L3 (em micrémetros). Letras

iguais indicam diferenca estatistica ndo significativa.

Amostra L1 L2 L3
UnB 530 13,4b 11,6¢ 13,3a
UnB 530p 16,4a 16,7b 14,1a
307-1 7,8d 8,5d 8,1d
Quimera 307-1 12,1c 12,6¢ 7,8d
Glaz hibrido 11,9c 11,7c 10,8c
Quimera hibrido 17,2a 18,4a 11,5c

Estdmatos em diploides, triploides e citoquimeras

Estébmatos vistos foram do tipo paraciticos em todas as amostras (Figura

2). A média de comprimento e densidade estomaticos mostraram diferencas

entre as amostras (Figura 3). UnB 530p teve estdmatos maiores que UnB 530,

e assemelhando-se a 530-5; 530-19 também teve comprimento maior que UnB

530. Quimera glaz apresentou o0s maiores valores de comprimento do

estdmato, quase seis vezes maiores que Glaz hibrido. A densidade estomatica

nao seguiu um padrao em relagdo ao aumento ou decréscimo de ploidia em

amostras de diploides, triploides ou quimerais de UnB 530; entretanto, para as

quimeras 307-1 e Quimera glaz, a densidade diminuiu com o aumento na

ploidia.
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Figura 2. Estdmatos paraciticos em microscopia eletronica de varredura nas faces abaxiais de
tipos diploides (UnB 530, 307-1 e Glaz hibrido), triploides (530-5 e 530-19) e quimerais de
mandioca (UnB 530p, Quimera 307-1 e Quimera glaz). A. UnB 530. B. UnB 530p. C. 530-5. D.

530-19. E. 307-1. F. Quimera 307-1. G. Glaz hibrido. H. Quimera glaz. Barra = 10 ym.
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Figura 3. Médias do comprimento e densidade estomaticos de tipos diploides (UnB 530 — 216
medidas, 307-1 - 159 e Glaz hibrido - 104), triploides (530-5 - 121 e 530-19 - 232) e quimerais
de mandioca (UnB 530p - 242, Quimera 307-1 - 120 e Quimera glaz - 175). Barras pequenas
indicam o erro padrao.

Fertilidade e morfologia do pdlen

O periodo de florescimento dos tipos diploides, poliploides e quimerais
de mandioca, observado de margo de 2009 a abril de 2013, esta representado
graficamente (Figura 4). Das 49 plantas, 30 floresceram. A cultivar diploide UnB

530 floresceu por um tempo mais longo (30 meses) quando comparados com
67
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as outras plantas, que estiveram de 3-20 meses nessa fase. Quimera 307-1
nao floresceu durante os quarto anos de observagédo. Quimera glaz teve o
periodo de florescimento mais longo (10 meses) que o tipo hibrido diploide

Glaz hibrido (5 meses). O florescimento ocorreu geralmente nos primeiros
semestres dos anos.
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Amostra/Més 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12

UnB 530
UnB 530p
530-5
530-6
530-7
530-9
530-10
530-11
530-12
530-15
530-18
530-19
530-20
530-21
530-22
530-23
530-24
530-25
530-26
530-27
530-28
530-29
530-34
530-35
530-36
530-37
307-1

Glaz hibrido

Quimera glaz

1 21U r-hh‘-M

Hilg 1Y)

"'"IHJ

Figura 4. Estagios de florescimento dos
tipos diploides (UnB 530, 307-1 e Glaz
hibrido), triploides (530-5 e 530-19),
tetraploides (530-6, 530-7, 530-9, 530-10,
530-11, 530-12, 530-15, 530-20, 530-21,
530-22, 530-23, 530-24, 530-25, 530-26,
530-27, 530-28, 530-29, 530-34, 530-35,
530-36, 530-37) e quimerais de mandioca
(UnB 530p e Quimera glaz) ao longo de
50 meses de observagdo em campo.
Linhas pretas correspondem ao
florescimento. Cinco linhas por planta
representam cada ano de observagao; os
numeros na porgao superior indicam os
meses do ano.
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Considerando a maturacdo dos oOvulos e producdo das sementes, os
tipos diploides, poliploides e quimerais de mandioca apresentaram &vulos
anatropos e bitegumentares, em ovarios tricarpelados, exceto em Glaz hibrido,
que também revelou ovarios bicarpelados (Figura 5A) e tetracarpelados (Figura
5B). A razao ovulo/ovario variou de 2,1 a 2,9 e a de semente/fruto de 1,0 a 2,7
(Figura 6).

Figura 5. Ovarios dissecados de Glaz hibrido com dois (A) e quatro (B) 6vulos. Subunidades
emB=1mm.
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Figura 6. Taxa de 6vulos/ovarios (sementes imaturas) e sementes/frutos (sementes maduras)
de tipos diploides, poliploides e quimerais de mandioca. Um total de 867 ovarios e 162 frutos
foram analisados.
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As meédias de diametro do grao de podlen das plantas diploides,

poliploides e quimerais de mandioca variaram de 123,13 a 180,22 ym.

UnB

530, 530-18, 307-1 e Glaz hibrido tiveram os valores mais baixos. Os maiores
foram observados em 530-1, 530-6, 530-9, 530-13, 530-15, 530-34, 530-35,

530-36, UnB 530p e Quimera glaz (Figura 7).

A viabilidade de pdlen nos diferentes tipos de mandioca variou de 34 a

95,7%. O teste de Tukey aplicado em experimento inteiramente casual mostrou

dois grupos ocupando as faixas extremas de viabilidade, e um grupo

intermediario. As plantas diploides tiveram alta viabilidade, as triploides e

hibridos contiveram os valores mais baixos, e as tetraploides possuiam

porcentagens intermediarias. Os tipos quimerais de UnB 530p and Quimera

glaz também apresentaram alta viabilidade de podlen. Plantas triploides

apresentaram menores viabilidades e graos de tamanho intermediario; plantas

citoquimerais tiveram alta viabilidade e grdos grandes (Figura 8).
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Figura 7. Didmetros de grdos de polen de tipos diploides, triploides (quadro superior) e
tetraploides (quadro inferior) de mandioca, além das citoquimeras UnB 530p e Glaz Quimera.
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Didmetro do griio de pélen (um)
Viabilidade de polen (%)

Diametro do grdo de polen

Glaz hybrid
Chimera glaz

- \/iabilidade de pdlen

Figura 8. Médias das porcentagens de viabilidade de pélen de um minimo de 1000 grdos em
plantas diploides (2n), triploides (3n), tetraploids (4n) e quimeras de mandioca (C) e seus
respectivos didmetros a partir de 50 medidas por planta. Barras pequenas indicam o erro
padrao de cada medida.

O estudos dos microsporos (Figura 9) mostrou alta regularidade nas
cultivares diploides UnB 530 e Quimera glaz, e porcentagens relevantes de
tétrades com micronucleo em UnB 530p, 530-5, 530-19 e 530-36. As cultivares

307-1 e Glaz hibrido tiveram ocorréncia significativa de diades (Tabela 2).

%909 U’o:c;:s ‘..3

Figura 9. Micrésporos nos tipos diploides (UnB 530, 307-1 e Glaz hibrido), triploides (530-5 e
530-19), tetraploide (530-36) e quimerais de mandioca (UnB 530p e Quimera glaz). Da
esquerda para a direita, diade, diade com micronucleo, triade, triade com micronucleo, tétrade,
tétrade com micronucleo e poliade, respectivamente. Barra = 25 um.
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Tabela 2. Porcentagem de microspores observados nos tipos diploides (UnB 530, 307-1 e Glaz
hibrido), triploides (530-5 e 530-19), tetraploide (530-36) e quimerais de mandioca (UnB 530p e
Quimera glaz). N = auséncia de micronucleo. NM = presenca de micronucleo.

Amostra Diades Triades Tétrades Poliades Numer
N MN N MN N MN N MN o de
microés
poros
UnB 530 0,0 0,0 3,5 0,3 95,4 0,8 0,0 0,0 368
UnB 530p 0,0 0,0 1,1 0,0 51,3 47,6 0,0 0,0 649
530-05 0,4 0,4 2,0 3,5 49,8 38,9 3,9 1,1 283
530-19 0,0 0,4 2,3 4.9 29,6 61,2 0,4 1,2 513
530-36 0,0 0,0 2,8 0,7 56,3 40,1 0,1 0,0 684
3071 0,0 0,0 0,0 0,0 89,4 12,6 0,0 0,0 346
Glaz 9,5 0,0 0,0 0,0 86,3 3,7 04 0,0 241
hibrido
Quimera 0,0 0,0 1,4 0,0 97,8 0,8 0,0 0,0 356
glaz

Analise cromossdmica

A contagem mitética e analise de associagdes meidticas de diploides,
poliploides e quimeras estdo representadas esquematicamente (Figura 10). A
configuragdo meiotica de UnB 530 revelou 36 cromossomos associados em 18
bivalentes (Figura 10A), enquanto UnB 530p teve uma média de 2 univalentes,
26 bivalentes, 0,4 trivalentes e 3,8 tetravalentes, compondo 72 cromossomos
(Figura 10B). Os dois individuos da progénie de UnB 530p, 530-5 (Figura 10C)
e 530-19 (Figura 10D), apresentaram 54 cromossomos, com um média de 2
univalentes, 23 bivalentes e 3 trivalents para 530-19. O outro individuo, 530-36,
teve uma média de 2,6 univalentes, 19,4 bivalentes, 0,6 trivalentes e 7,2
tetravalentes, totalizando 72 cromossomos (Figura 10E). A cultivar 307-1 exibiu
2n=36, numa configuracdo de 18 bivalentes (Figura 10F). Em observacoes
mitéticas, Quimera 307-1 (Figura 10G), Glaz hibrido (Figura 10H) e seu tipo
quimeral (Figura 10l) apresentaram 36 cromossomos. As associagoes
cromossémicas em Quimera glaz tiveram uma média de 2 univalentes, 25

bivalentes e 5 tetravalentes, num total de 72 cromossomos (Figura 10J).

73

Danielle Yasmin Hashimoto Freitas



Citoquimeras e poliploides em mandioca: citogenética, anatomia e ontogenia do saco embrionario.

LY 40 g
W;’ = -J@*F% ik
Ev . -.L'?‘.;rja{lﬂ o ,%E.-‘.-.
Pele =2 Xy + )
33

Figura 10. Cromossomos em meiose (A, B, D, E, J) e mitose (C, F, G, H) em tipos diploides
(UnB 530, 307-1 e Glaz hibrido), triploides (530-5 e 530-19), tetraploide (530-36) e quimerais
de mandioca (UnB 530p, Quimera glaz). A. UnB 530, 36 cromossomos. B. UnB 530p, 72
cromossomos. C. 530-5, 54 cromossomos. D. 530-19, 54 cromossomos E. 530-36, 72
cromossomos. F. 307-1, 36 cromossomos. G. Quimera 307-1, 36 cromossomos. H. Glaz
hibrido, 36 cromossomos. |. Quimera glaz, 36 cromossomos. J. Quimera glaz, 72
cromossomos. Esquemas de cromossomos estdo representados abaixo de cada imagem.
Barra =10 pym.

Analises do saco embrionario

Ovulos de sacos maduros dos tipos triploides 530-5, 530-19 e Glaz
hibrido revelaram altas quantidades de sacos abortados, enquanto as outras
plantas tiveram predominantemente estruturas sexuais normais (Figura 11). O
comprimento do ovario em sacos maduros variou de 4-6 mm. Flores de UnB
530p e Quimera glaz apresentaram dois sacos embrionarios por 6vulo (Figura
12) numa frequéncia de 1,3 e 3,3%, respectivamente (Tabela 3). Dentre as
amostras analisadas da progénie de UnB 530p nao foram detectados sacos

poliembrionarios.
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Figura 11. Saco embrionario sexual da cultivar diploide UnB 530. Ele contém duas sinérgides
(s), a oosfera (ec) e dois nucleos polares (pn). Barra = 25 ym.

Figura 12. Saco poliembrionario de Quimera glaz encontrado em ovario de 6 mm. O saco
sexual contém sinérgides (s),0osfera (ec) e dois nucleos polares (pn). O saco apomitico

apresenta quatro nucleos. Barra = 25 ym.
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Tabela 3. Numero e porcentagem de sacos embrionarios sexuais, poliembridnicos e abortados
em ovulos de tipos diploides (UnB 530, 307-1 e Glaz hibrido), triploides (530-5 e 530-19),
tetraploides (530-6, 530-7, 530-9, 530-10, 530-11, 530-12, 530-15, 530-20, 530-21, 53-22, 530-
23, 530-24, 530-25, 530-26, 530-27, 530-28, 530-29, 530-34, 530-35, 530-36, 530-37) e
quimerais de mandioca (UnB 530p e Quimera glaz).

Sexuais Sacos poliembridnicos Abortados
Amostras Numero % Numero % Nimero % Total
UnB 530 293 97.7 0 0 7 2.3 300
UnB 530p 274 91.3 4 1.3 15 5.0 300
530-05 10 24.4 0 0 31 75.6 41
530-06 29 96.7 0 0 1 33 30
530-07 28 93.3 0 0 2 6.7 30
530-09 29 96.7 0 0 1 33 30
530-10 27 90,0 0 0 3 10.0 30
530-11 27 90.0 0 0 3 10.0 30
530-12 29 96.7 0 0 1 3.3 30
530-15 29 96.7 0 0 1 33 30
530-18 30 100.0 0 0 0 0 30
530-19 10 16.7 0 0 50 833 60
530-20 27 90.0 0 0 3 10.0 30
530-21 28 93.3 0 0 2 6.7 30
530-22 29 96.7 0 0 1 3.3 30
530-23 29 96.7 0 0 1 33 30
530-24 29 96.7 0 0 1 3.3 30
530-25 30 100.0 0 0 0 0 30
530-26 29 96.7 0 0 1 3.3 30
530-27 27 90.0 0 0 3 10.0 30
530-28 26 86.7 0 0 4 133 30
530-29 30 100.0 0 0 0 0 30
530-34 30 100.0 0 0 0 0 30
530-35 28 93.3 0 0 2 6.7 30
530-36 28 93.3 0 0 2 6.7 30
530-37 29 96.7 0 0 1 33 30
307-1 60 90.9 0 0 6 9.1 66
Glaz hibrido 5 25.0 0 0 5 250 20
Quimera glaz 54 90.0 2 3.3 4 6.7 60
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Producéo de raizes

Raizes de cultivares de mandioca (Figura 13) dos tipos diploide, triploide
e quimeral formaram cilindros alongados, variando levemente em numero, mas
com desempenho excepcional na produtividade do tipo quimeral, que exibiu

peso cinco vezes maior que o diploide (Tabela 4).

Figura 13. Raizes comestiveis de tipos com ploidias distintas de mandioca. A. UnB 530
(diploide). B. 530-19 (triploide). C. UnB 530p (Quimera).

Tabela 4. Média do numero e peso de raizes de cultivares de mandioca. Diploide (UnB 530 —
3 individuos), triploide (530-19 — 2 individuos), tetraploide (530-36 — 2 individuos) quimera (UnB
530p — 3 individuos).

Amostra Numero Peso
de raizes (kg)
UnB 530 2 2,5
UnB 530p 4 12
530-19 6 3,5
530-36 5 2,8
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Discussao

Estudos com citoquimeras sao frequentemente relacionados a
tratamentos de poliploidizagdo com colchicina (Dermen e Bain, 1944). Mais
recentemente, a identificacdo histogénica de plantas tratadas com colchicina de
Hemerocallis (Podwyszynska et al., 2008), Vaccinium (Chavez e Lyrene, 2009)
e Magnolia (Parris et al., 2010) conduziram a caracterizacdo morfo-anatémica
de apices meristematicos e oOrgaos. Apesar de essas investigagdes
corroborarem com dados botanicos de outras espécies, a elucidacdo de sua
funcado com propdsito de melhoramento precisa ser desenvolvido.

A aplicagcdo de colchicina em gemas laterais de cultivares e hibridos
interespecificos de mandioca avaliados neste estudo, com subsequente
propagacado vegetativa, gerou citoquimeras. A comprovagdo da estrutura
quimeral baseou-se em critérios anatdmicos, morfolégicos e citogenéticos. Em
relacdo a anatomia dos apices meristematicos caulinares, o aumento no
tamanho das células nas camadas L1 e L2 de UnB 530p, Quimera 307-1 e
Quimera glaz foi significativo, especialmente em Quimera glaz, na qual a
variagao de valores foi maior. Desta maneira, foi possivel identificar quimeras
dentre as plantas, em que L1 e L2 apresentaram células poliploidizadas. O
tamanho das células no apice meristematico foi utilizado como indicador de
ploidia de camadas em outras espécies (Laufs et al., 1998; Burge et al., 2002).

O tamanho dos estédmatos foi um indicador util na avaliag&o inicial do
nivel de ploidia da camada L1 das plantas citoquimerais. Esta caracteristica foi
notadamente aumentada em UnB 530p, Quimera 307-1 e Quimera glaz,
confirmando sua configuragdo poliploide, assim como nos triploides 530-5 e
530-19. A relagao direta de aumento de ploidia e incremento no tamanho do
estbmato também foi relatado para Citrus (Yahata et al., 2005) e Acacia
(Harbard et al., 2012). A densidade estomatica diminuiu em Quimera 307-1 e
Glaz hibrido. Resultado semelhante foi observado em Platanus (Liu et al.,
2007) e Spatiphyllum (Laere et al., 2011). Diferentemente do comprimento, a
densidade estomatica nao constituiu preditor util de variagdo de nivel de

ploidia, por ela variar mesmo dentre individuos com ploidias distintas numa
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mesma espécie (Rupp et al., 2010). Por essa razéo, densidade estomatica nao
foi util para a predi¢cdo de ploidia da camada L1 em UnB 530, UnB 530p e sua
progénie.

Multiplos conjuntos cromossémicos gerados pela poliploidizagao de L2
influenciaram os processos meidticos em todas as citoquimeras e poliploides
totais deste estudo. De fato, a formagdo de gametas € geralmente atribuida a
camada L2 (Fletcher, 2002). As cultivares diploides UnB 530 e 307-1,
produziram citoquimeras com comportamentos citogenéticos semelhantes;
UnB 530p teve um decréscimo geral na fertilidade, viabilidade de pdlen e
regularidade de micrésporos, enquanto Quimera 307-1 apresentou completa
inibicdo de florescimento.

Por outro lado, a composicado poliploide de Quimera glaz restaurou a
fertilidade do hibrido, aumentando os parametros descritos acima. A
esterilidade vegetal é relacionada a incompatibilidade em tipos diploides
(Benavente et al., 2008), sendo este provavelmente o caso de Glaz hibrido. As
associagdes multivalentes estdo envolvidas com a baixa fertilidade (Grandont
et al., 2013), fato observado na citoquimera UnB 530p e nos poliploides totais
530-19 e 530-36. A completa esterilidade tem sido relatada em algumas
quimeras vegetais (Wang et al., 2010). Isto pode ser atribuido a regulagéo
epigenética (Rodrigues and Koltunow, 2005) ou pelo efeito aditivo da
poliploidia, causando auséncia de florescimento em Quimera 307-1.

Enquanto a viabilidade do pdélen permitiu o reconhecimento da camada
L2 em diploides, triploides e poliploides dentre as plantas deste estudo, assim
também o tamanho do grao auxiliou nessa determinacédo. No diploide 530-18, e
em outros triploides e tetraploids totais que foram estabelecidos por sementes,
a viabilidade de polen e o tamanho do grdo oferecem um modo confiavel e
rapido para a deteccao da ploidia da camada L2.

A contagem e as configuragdes cromossémicas de botdes masculinos e
pontas de raizes indicaram diretamente a composicdo de L2 e L3 nas
citoquimeras e nos poliploides totais. As cultivares UnB 530 e 307-1
apresentaram numero e configuracdo regulares nas plantas diploides, de
acordo com sua também regular formacédo de tétrades. Por outro lado, a

constituicdo quimeral de UnB 530p levou a ocorréncia de multivalentes, além

79

Danielle Yasmin Hashimoto Freitas



Citoquimeras e poliploides em mandioca: citogenética, anatomia e ontogenia do saco embrionario.

do decréscimo na regularidade da formagdo de micrésporos. Outro dado
interessante € a alta frequéncia de diades e tétrades com micronucleo em Glaz
hibrido, caracterizando a natureza hibrida do diploide. A citoquimera Quimera
glaz, oportunamente, teve alta regularidade de microspores de acordo com o
pareamento cromossOmico (Comai, 2005). A partir dessas evidéncias
citogenéticas, os diploides totais (UnB 530, 530-18, 307-1 e Glaz hibrido),
triploides totais (530-5 e 530-19), tetraploides totais (530-6, 530-7, 530-9, 530-
10, 530-11, 530-12, 530-15, 530-20, 530-21, 53-22, 530-23, 530-24, 530-25,
530-26, 530-27, 530-28, 530-29, 530-34, 530-35, 530-36, 530-37) e
citoquimeras 4n-4n-2n (UnB 530p, Quimera 307-1 e Quimera glaz) puderam
ser identificadas.

As irregularidades meiéticas observadas nos poliploides totais, hibridos
e nas citoquimeras estao potencialmente relacionadas a ocorréncia de sacos
embrionarios abortados nos ftriploides e em Glaz hibrido. Os sacos
poliembridnicos detectados nas amostras poliploidizados de UnB 530p e
Quimera glaz foram provavelmente causados pela duplicacdo genética de L2.
Apesar de a formagao gamética ser atribuida a L2, existe evidéncia de que L1
também pode estar envolvida na formagdo do saco apomitico (Koltunow and
Grossniklaus, 2003). A relagdo entre ploidia e baixas frequéncias de sacos
poliembriénicos na mandioca tem sido relatada (Nassar et al., 2010; Freitas e
Nassar, 2013).

Apesar de alguns trabalhos atribuirem a poliploidia ao aumento na
frequéncia de sacos poliembridnicos (apomixia), isso ndo foi observado na
progénie da planta citoquimeral. Isso sugere que genes recessivos controlam
essa caracteristica em Manihot (Nassar, 2002; Nassar et al., 2009).

Os resultados mitdticos revelaram a natureza diploide da camada L3 de
Quimera 307-1 e Quimera glaz. Como as raizes sao derivadas da camada mais
interna, rastreou-se esta camada pelo exame anatdmico dos apices
meristematicos de UnB 530p, confirmando sua constituicdo quimeral da
camada L3 diploide.

A producéo de raizes nas plantas quimerais foi aparentemente maior em
comparagdo com os ftriploides e tetraploides totais. Isso pode estar

possivelmente relacionado ao efeito epigenético na citoquimera (Szymkowiak e
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Sussex, 1996). As alteragdes morfogenéticas podem ter ocorrido nas plantas
citoquimerais de mandioca, apoiando a hipotese da influéncia epigenética nas
diferentes camadas geneticamente diferentes. A coexisténcia de diversos
niveis de ploidia em L1, L2 e L3 nas plantas citoquimerais podem ter criado um
ambiente favoravel para o aumento na producdo das raizes. As interagoes
epigenéticas também levaram possivelmente a inibicdo no florescimento de
Quimera 307-1, a ocorréncia de sacos poliembribnicos em UnB 530p e

Quimera glaz.
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Ontogenia do saco embrionario de mandioca (Manihot
esculenta Crantz) com diferentes ploidias

Resumo

A viabilidade das sementes € coordenada nas espécies sexuais ao longo
da formacao e do desenvolvimento do embrido. Processos assexuais tomam
lugar quando desvios na sequéncia de desenvolvimento da reprodugao sexual
acontecem, mecanismo este trazido pela selecdo natural para a sobrevivéncia
das espécies. Em mandioca, isso tem importancia especial, pois a propagacgao
vegetativa de sementes pela apomixia evita a contaminagdo por patégenos e
fornece o vigor hibrido por diversas geragdes. Neste estudo, nés objetivamos o
delineamento ontogenético do saco embrionario em mandioca para determinar
pontos especificos onde ocorrem os desvios da reprodugdao sexual. Para
fornecer a cronologia nos processos de megaesporogénese e
megagametogénese, uma analise comparativa foi empregada com tipos
diploides e quimerais, usando técnicas de clareamento e seccionamento.
Nossos dados confirmam o saco sexual do tipo Polygonum para ambas as
ploidias. A poliploidizacdo da camada L2 na planta quimeral resultou em
aumento no tamanho das estruturas florais; além disso, ela incrementou a
frequéncia de sacos poliembriénicos. Este € o primeiro relato sobre a ontogenia

do saco embrionario em quimera de mandioca.

Palavras-chave:

Apomixia, citoquimera, saco poliembridnico, proembrido.
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Embryo sac ontogeny of diferent ploidy levels in cassava

Abstract

Viability of seeds is coordinated in sexual species by embryo formation
and its development. Asexual pathways take place when deviations of sexual
sequence of development occur, as a mechanism brought by natural selection
for species survival. In cassava, it has a special importance because clonal
seeds propagation by apomixis avoids pathogens contamination and provides
hybrid vigor through generations. In this study, we aimed to trace cassava
embryo sac ontogeny in order to point out specific stages where deviations of
the sexual development occur. To provide the chronology of megasporogenesis
and megagametogenesis, a comparative analysis was carried out on diploid
and cytochimeric types, using clearing and sectioning techniques. Our data
show the Polygonum type for sexual embryo sac of both diploid and chimeric
individuals. Polyploidy of L2 in chimeric plant resulted in enlargement of embryo
sacs; moreover, it increased polyembryo sacs frequency. This is the first report

dealing with chimeric cassava embryo sac ontogeny.

Keywords:

Apomixis, cytochimera, polyembryo sac, pro-embryo.
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Introducao

Manihot esculenta Crantz (mandioca) é a unica espécie cultivada dentre
98 incluidas no género Manihot (Rogers e Appan 1973). Sua cultura ocupa a
quarta posigao entre as fontes de energia humana mais consumidas no mundo,
atras do arroz, milho e cana-de-agucar (FAO 2008). Seu grande potencial
agricola promoveu o recente titulo de cultura mais promissora do século (FAO
2013).

A espécie pertence a familia Euphorbiaceae e tribo Crotonoideae
(Webster 1994). Alguns géneros desta familia, como Ricinus L., Hevea Aublet,
Jatropha L. e Euphorbia L. tém sido investigados em termos embrioldgicos, e o
numero de nucleos nos sacos embrionarios varia de oito, em Euphorbia, a 16,
em sacos de Acalypha L. (Kapil e Bhatnagar 1994). Mais recentemente, uma
demonstracdo do desenvolvimento floral em cultivares de mandioca forneceu
um entendimento basico do gametdfito feminino (Perera et al. 2012),

entretanto, a ontogenia do saco embrionario ainda carecia de informacdes.

Os desvios na reproducao sexual tém recebido atencdo, como a
apomixia, que tem sido considerada uma ferramenta importante no
melhoramento de culturas (Barcaccia e Albertini 2013), especialmente em
mandioca (Nassar e Ortiz 2010; Nassar et al. 2011). Através do processo de
poliploidizacdo, poliploides totais e parciais — denominados citoquimeras — tém
sido produzidos (Marcotrigiano e Gradziel 1997; Nassar 2003). Poliploides
totais tém relagdo bem conhecida com a poliploidia (Carman 1997; Nassar et
al. 2010); entretanto, desvios sexuais em plantas citoquiméricas ainda nao
foram relatados. Dados escassos sobre a ontogenia reprodutiva em mandioca

e sua relagcdo com mecanismos apomiticos motivaram este estudo.

Material e métodos

Material vegetal
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Uma cultivar indigena diploide, denominada UnB 530, e seu tipo
quimeral 4n-4n-2n, denominado UnB 530p (Nassar et al. 2012), obtido por
aplicacao de colchicina nas gemas laterais de UnB 530, foram as plantas

fontes para as coletas de flores femininas avaliadas neste estudo.

Essas plantas encontram-se na Colecao Viva de Manihot na Estagao

Experimental de Biologia da Universidade de Brasilia, Brasilia, Brasil.

Técnica de clareamento

Flores femininas com comprimento de ovarios medindo entre 0,5-7 mm
(Fig. 1) foram coletadas de UnB 530 e UnB 530p. Elas foram fixadas em
Carnoy | por 14 dias, conservadas em etanol 70%, dissecadas, clarificadas em
metil salicilato (Young et al. 1979) e observadas em microscopia de contraste

interferencial. A organizacédo do saco embrionario e a quantidade de nucleos

foram observadas nos diversos estagios do desenvolvimento.

Fig. 1 Flores femininas de Manihot esculenta em estagios sequenciais de desenvolvimento (1-
10).

Técnica de seccionamento

Ovulos da planta diploide e do tipo quimeral com o mesmo intervalo de
tamanho de ovario citado acima foram incluidos em Resina de Spurr (Spurr
1969) e corados com azul de toluidina. Alguns foram incluidos em parafina

(Kraus e Arduin 1997), corados com safranina/verde firme e montados em
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resina sintética (Paiva et al. 2006). Os o6vulos foram seccionados
longitudinalmente em micrétomo Leica RM 2145 com espessura variando entre
3-5 ym. Sacos embrionarios apomiticos previamente observados pela técnica
de clareamento foram incluidos em parafina a partir de uma série de acetona

(Young et al. 1979), seccionados e corados como descrito acima.

Todas as imagens foram captadas em microscopio de luz Leica DM
2500 e Zeiss Axioscop 2, e processadas nos softwares Leica Application Suite
4.0 ou Photoshop CS4. Composicbes foram criadas para a visualizacdo da

estrutura completa do saco embrionario.

Resultados

Ovulos clarificados (Fig. 2) e seccionados (Fig. 3) mostraram os mesmos
resultados em termos de desenvolvimento do saco embrionario (Fig. 4) dentre
1361 amostras dos tipos diploide e quimeral de mandioca. Os estagios foram
numerados de 1-10, correspondendo a sequéncia de desenvolvimento a partir

da célula mae do megasporo (CMM) até proembrido.

UnB 530 revelou a célula inicial e as tétrades no formato de “T” em
ovarios nos estagios 1, 2 e 3 (Fig. 2a-c, Fig. 3a-c). No estagio 4, com flores
coletadas fechadas (Fig. 2d, Fig. 3d), notaram-se o0 megasporo selecionado € a
degeneragao das triades; o tecido nucelar, além dos tegumentos interno e
externo estavam presentes e ja diferenciados. No estagio seguinte (Fig. 2e,
Fig. 3e), dois nucleos foram vistos migrando para os poélos opostos do saco. No
estagio 6 (Fig. 2f, Fig. 3f), quarto nucleos foram observados. Ovarios com 4mm
de comprimento (Fig. 2g, Fig. 3g) em diante foram coletados de flores abertas;
nesse estagio, o saco embrionario encontrou-se maduro, com uma oosfera,
duas sinérgides e dois nucleos polares; as antipodas eram ocasionalmente
vistas neste estagio. Os nucleos polares encontravam-se frequentemente
proximos ao aparato oosfera-sinérgides. A presenca de endosperma foi
observada a partir deste ponto até estagios posteriores, com nucleos livres

dispersos em redes ao longo da periferia do saco embrionario. No estagio 8
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(Fig. 2h, Fig. 3h) foi possivel visualizar proembrides e formacdo de
endosperma. Em ovarios com 6-7 mm (Fig. 2i, Fig. 3i), o continuo
desenvolvimento do embrido foi observado, assim como a densificacdo do
endosperma em sacos com embrido em desenvolvimento. Graos de amido
foram notados desde as divisbes mitdticas iniciais até o estagio do saco

embrionario maduro.

O tipo quimeral, UnB 530p, apresentou CMM no estagio 1, em ovarios
com 0,8 mm de comprimento (Fig. 2j). Os tegumentos interno e externo, assim
como o nucelo ja estavam presentes e em diferenciagcao. No estagio 2 (Fig. 2k),
a fase de diades foi caracterizada por divisdes anticlinais; no estagio 3 (Fig. 2I)
foi possivel encontrar tétrades algumas vezes em orientagdo linear, outras em
arranjo de “T”. No estagio 4 (Fig. 2m), o megasporo selecionado foi
evidenciado em ovarios com 2 mm de comprimento. O estagio 5 (Fig. 2n) foi
marcado pela presenga de duas células com nucleos proeminentes. No estagio
6 (Fig. 20) foram observados quarto nucleos em migragdo para os poélos.
Ovarios com 5 mm de comprimento foram coletados de flores ja abertas, e
nesse caso, a oosfera, duas sinérgides, dois nucleos polares e eventualmente

trés antipodas foram notados (Fig. 2p).

Proembrides e endosperma foram observados em ovarios com 6-7 mm
de comprimento (Fig. 2g-r). Em relacdo ao desenvolvimento do endosperma,
ele seguiu o padrao revelado no tipo diploide, com nucleos livres organizados

em uma rede ao longo da parede do saco embrionario.

O proembrido, em ambos os tipos, tinha um formato alongado com pelo
menos uma divisdo anticlinal iniciando o desenvolvimento; o numero de
nucleos nos estagios mais jovens de desenvolvimento do embrido variou de 2-

4. O tubo polinico ndo foi encontrado nos 6vulos analisados neste estudo.

Sacos poliembrionarios foram observados em UnB 530p, dentre ovarios
com 6 mm de comprimento, e consequentemente de flores abertas. Dois sacos
foram vistos nos referidos 6vulos, numa frequéncia de 1,3%. Os sacos com
localizagdo calazal continham quatro nucleos, enquanto os micropilares

estavam compostos por seis nucleos, apresentando certo grau de degeneragao
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(Fig. 5). Em cortes dos sacos poliembriénicos, a parede que delimitava as

estruturas pareceu estar danificada pelo tratamento de inclusao.
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Fig. 3 Cortes de sacos embriondrios mostrando o desenvolvimento em o6vulo de Manihot
esculenta.. a. CMM (seta). b. Estagio de diade. c. Estagio de tétrade. d. Megasporo
selecionado (seta) e triades degenerando (cabegas de setas). e. Dois nucleos (setas) apos a
primeira mitose. f. Quatro nucleos (setas) apos a segunda mitose. g. Saco maduro com duas
sinérgides (s), oosfera (ec), dois nucleos polares (pn) e trés antipodas (a). h. i. Proembrido.
Pdélo micropilar na porgéo superior. e= proembrido. en= endosperma. Barra 25 ym (a-d); 50 ym
(e-h); 100 pm (i-j).
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FI.O'.’ CcCMM Diade Tétrade Megasporo Saco maduro Proembrlao Proembrlao Proembrlao
feminina 1 célula 2 células 4 células
N N N N N BN S O IR

Ovulo

anatropo ‘l
V- /

tricarpelado

Estagios

Fig. 4 Esquema do desenvolvimento do saco embrionario em Manihot esculenta. Note os
arranjos linear e em “T” das tétrades no estagio 3 e o progressivo aumento no volume do saco.
Ocorréncia dos gréos de amido entre os estagios 5-7. Valores na porgao inferior referem-se ao
comprimento do ovario em mm do tipo diploide (2n) e do quimeral (4n).

Fig. 5 Sacos poliembriénicos em um évulo do tipo quimeral de Manihot esculenta (UnB 530p)
pela técnica de clareamento (a-b) e seccionamento (c-d). b e d representam esquemas de a e
¢, respectivamente. Note seis nucleos (setas) no saco micropilar e quarto nucleos degenerando
no polo calazal (cabegas de setas). Barra = 25 ym.
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Discussao

Megaesporogénese e megagametogénese

O desenvolvimento do saco embrionario em mandioca € monosporico,
evidenciado pela ocorréncia de um unico megasporo selecionado dentre
tétrades no estagio 4, que passa por divisdes mitdticas até a formagcao de um
saco com oito nucleos. O saco maduro, tanto no tipo diploide quanto no
quimeral, é composto por oito nucleos, similarmente ao que é relatado em

outras plantas cultivadas de mandioca (Rao e Rao 1976; Perera et al. 2012).

A megaesporogénese segue pelo estagio de diade com células lado a
lado horizontalmente, e tétrades com configuracao linear ou em forma de “T”. O
ultimo tipo foi relatado em uma cultivar de mandioca previamente (Rao e Rao
1976). O megasporo préoximo a calaza aumenta de volume antes da mitose e
os trés esporos nao funcionais degeneram, assim como acontece em Zea L.
(Wu et al 2011) e Ambrosia L. (Chen et al. 2013).

Trés divisdes mitdticas e migragdo dos nucleos séo caracteristicos da
megagametogénese em mandioca, similarmente ao que foi relatado por Kagi e
GroR-Hardt (2007) em trabalhos com Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., como
segue: apos a primeira mitose, cada um dos nucleos migra para os polos
micropilar e calazal; dois grupos de duas células sdo gerados em cada polo
apos a segunda divisdo mitética; apos a terceira divisdo, um nucleo de cada
polo migra para a regido central do saco. Durante a formacdo do
megagametdfito, um eixo polarizado micropila-calaza € gerado, e a
diferenciacao celular leva a especializagdo da oosfera e das sinérgides no pélo
micropilar, e das antipodas no polo calazal (Yadegari e Drews 2004). Como em
outras dicotiledbneas, o eixo em mandioca pode ser potencialmente gerado por

um gradiente de auxina (Zhang e Laux 2011).

Graos de amido sao observados desde o inicio das divisdes mitéticas
até a maturagao do saco embrionario, sempre associados aos nucleos polares.

Uma alta concentragdo desses graos na célula média também foi relatada em
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Torenia fourniere (Lind.) (Wallwork e Sedgley 2000). As reservas de
carboidratos sdo essenciais para a sobrevivéncia do embrido, apesar de que o
endosperma € o sitio principal para esse acumulo (Lopes e Larkins 1993). A
ocorréncia de graos de amido dentro do saco embrionario € um fendmeno
comum em representantes de Cactaceae, Tiliaceae, Asclepiadaceae e

Crassulaceae (Maheshwari 1950; Lépez-Férnandez e Maldonado 2013).

As antipodas foram vistas ocasionalmente até a maturagcdo do saco
embrionario, predizendo sua degeneragao anterior a fertilizagcdo. Em algumas
especies, como A. thaliana, as antipodas morrem imediatamente antes da
fertilizacdo, enquanto em outras, como em Zea, elas proliferam apds a
fertilizacdo (Maheshwari 1950; Drews et al. 1998). Em Euphorbiaceae, as
antipodas parecem persistir apés sua formagao, como descrito em Euphorbia

preslii Guss. (Weniger 1917).

As sinérgides estdo presentes no saco embrionario maduro da
mandioca, assim como as antipodas, e seu desaparecimento esta relacionado
ao desenvolvimento do embrido. Elas tém um papel importante na fertilizacao,
promovendo o encaminhamento do tubo polinico para a oosfera (Reiser e
Fisher 1993). Nas plantas analisadas neste estudo, nem o tubo polinico nem
vestigios dele foram detectados. Observagbes semelhantes foram relatadas
para E. esula L. (Carmichael e Selbo 1999). Aparentemente, a passagem do
tubo polinico em mandioca € rapida e efémera, sem rastros deixados apds a

fertilizagao.

Os nucleos polares notados nas plantas diploide e quimeral sao
significativamente maiores quando comparados com os outros nucleos do saco
embrionario. Essa distingcdo nas dimensdes dos nucleos polares também foi
observada em E. esula, na qual eles se mantiveram separados até a
fertilizacdo (Carmichael e Selbo 1999). Os nucleos polares frequentemente
proximos a oosfera e as sinérgides corroboram com a observagao de seu

fusionamento nessa localizagao (Kapil e Bhatnagar 1994).

A formagdo do endosperma nuclear foi observada desde o saco
embrionario maduro até a formacdo do embrido. Os tipos diploide e quimeral
de mandioca tém presumivelmente endospermas triploide e pentaploide,
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respectivamente. O tecido triploide exibe desenvolvimento nuclear em estagios
mais jovens como descrito para Euphorbiaceae (Kapil e Bhatnagar 1994) e
comentado para E. esula (Carmichael e Selbo 1999). O endosperma
pentaploide surge de uma célula central com quatro nucleos fertilizada por um
de origem espermatica (Voigt-Zielinski et al 2012). Esses quatro nucleos
polares podem ser gerados por anormalidades mei6ticas ou mitoticas,
conduzindo por vezes a apomixia (Koltunow 1993). As plantas deste estudo
mostram o mesmo padrdo de organizagao nuclear em estagios mais jovens,

que posteriormente desenvolvem-se no tipo celular (Perera et al. 2012).

O proembrido tem formato de dedo em ambos os tipos estudados,
aparentemente seguindo a configuracdo alongada da oosfera. A classificagédo
dos tipos de embrido normalmente considera a primeira divisdo periclinal,
seguida de sequéncias de divisbes nas células basal e terminal (Maheshwari
1950). Em Euphorbiaceae, o tipo Onagrad é o mais comum; entretanto,
Asterad ja foi descrito para E. esula (Carmichael e Selbo 1999).
Aparentemente, a mandioca tem um padrao diferente de divisdes nos estagios
mais jovens de desenvolvimento do embrido, em que o zigoto se divide
anticlinalmente. Esse tipo de divisdo foi classificado como anormal por
Maheshwari (1950), e relatado para algumas espécies de Loranthaceae (Kuijt

2012), mas nunca para Manihot.

Desenvolvimento do saco embrionario, poliploidia e apomixia

As citoquimeras de mandioca com a camada L2 poliploidizada
mostraram aumento nos 6érgaos reprodutivos, fato também comentado para
alguns poliploides totais (Fukuhara 2000; Karcz et al. 2000; Fortescue and
Turner 2005; Hegarty et al. 2013). O alargamento do 6vulo foi acompanhado
pela desaceleragdo no desenvolvimento do saco embrionario. Por isso, quando
o0 saco do tipo diploide estava no estagio do megasporo selecionado com
ovarios de 1 mm, a planta quimeral estava no estagio de divisdo meibtica da

célula inicial; em outras palavras, em passos anteriores do desenvolvimento.

98

Danielle Yasmin Hashimoto Freitas



Citoquimeras e poliploides em mandioca: citogenética, anatomia e ontogenia do saco embrionario.

A poliploidia esta relacionada ao aumento da frequéncia de apomixia em
angiospermas (Carman 1997). Em mandioca, esse carater foi confirmado por
Nassar (2006) e Nassar et al. (2010, 2011). Os tipos aposporico e adventicio,
além da ocorréncia facultativa em baixos niveis sdo alguns dados sobre a

apomixia na espécie (Freitas e Nassar 2013).

Os sacos poliembridbnicos na mandioca citoquimeral promoveram a
desaceleracdo no desenvolvimento do saco embrionario. Frequéncias muito
baixas registradas de sacos poliembridnicos podem estar relacionadas a
formacgdes anormais diferentes da apomixia. Apesar da mudanga reprodutiva
do modo sexual para o apomitico em tipos poliploides de mandioca (Nassar et
al. 2010), e também as interagdes epigenéticas relacionadas a apomixia em
outras angiospermas (Rodrigues e Koltunow 2005; Grimanelli 2012; Springer
2013), a estrutura citoquimeral ndo alcangou a dosagem necessaria para

engatilhar o aumento de apomixia nesses tipos de poliploides parciais.
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Consideragoes finais

O estudo da mandioca com fins de melhoramento envolve diversas
areas e muitas etapas. O inicio do processo engloba a obtencéao e a selecao de
individuos fenotipicamente superiores, cabendo a caracterizacdo e o
isolamento desses tipos ao uso de ferramentas descritivas e analiticas,
encontradas em especial nos campos da botanica, da citogenética e da

anatomia.

A manipulagdo de técnicas como a de poliploidizagdo, com producgao de
poliploides totais e citoquimeras, tem se mostrado altamente viavel para a
obtencdo de caracteristicas agronomicamente uteis, como o aumento de
produtividade e maior resisténcia a seca na cultura. Esses fatos, somados a
presenca de vitaminas, micronutrientes e outros minerais, além do amido,
justificam o investimento no estudo para o incremento dessas substancias na

mandioca.

A caracterizagao ontogénica do saco embrionario da cultura subsidiara a
construcdo do conhecimento acerca da biologia reprodutiva da espécie. Esse
dado dara aporte aos estudos sobre apomixia no género, no sentido de
possibilitar a propagagcdo clonal por sementes em larga escala sem
disseminagao de doencgas. Além disso, ela permitira a manutengcao da extensa

variabilidade de Manihot em bancos de sementes.

104

Danielle Yasmin Hashimoto Freitas



