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Quimeras periclinais em Manihot:
sua sintese, identificacdo e potencial econémico

(Bomfim, N.N, Doutorado em Botanica)

Resumo

As quimeras sdo um tipo especifico de mosaico, onde tecidos de diferentes espécies coexistem no
meristema apical de uma mesma planta. Este fendmeno tem o potencial de produzir novos caracteres e
por isso despertou o interesse de cientistas sobre a potencialidade de ser utilizado como método de
melhoramento de plantas para formacdo de novas variedades. Entretanto quimeras, produzidas
artificialmente, que agreguem valor econdmico as espécies cultivadas ainda ndo foram alcangadas. Este
trabalho teve o intuito de sintetizar uma quimera entre mandioca (Manihot esculenta Crantz) e M.
fortalezensis Nassar, que combinasse caracteristicas de ambas as espécies. Para isso, foram induzidos
brotos quimerais a partir da enxertia seguida de tratamento com horménios, o que resultou em duas
quimeras. Para caracterizagdo diagnostica utilizou-se os marcadores: presenga de asas nos frutos (tipico
da espécie cultivada); e numero cromossémico, de células-mée do polen e de células somaticas de pontas
de raizes adventicias, uma vez que as espécies parentais tém diferentes ploidias. Ambas as quimeras
apresentaram asas proeminentes nos frutos e uniformidade de caracteristicas na planta, o que evidencia
uma epiderme inteiramente constituida por M. esculenta (E). A avaliagcdo citogenética das células mée do
polen e das células somaticas na ponta de raiz, mostraram ter nimero cromossdmico idénticos ao de M.
fortalezensis (F), i.e. 2n=54, o que evidencia que os tecidos internos séo constituidos por M. fortalezensis.
Portanto, ambas as quimeras foram identificadas como EFF (referente & identificacdo dos histégenos L1,
L2 e L3) com um arranjo periclinal. A primeira quimera tem epiderme constituida pela variedade de
mandioca UnB 201 e produziu raizes tuberosas longas e cilindricas, pesando 10-12 Kg por planta. A
segunda quimera tem a epiderme constituida pela variedade UnB 032 e produziu raizes tuberosas longas
e cilindricas que pesavam 14 Kg por planta. Enquanto as variedades parentais UnB 201 e UnB 032
produziram raizes com 2-3 Kg por planta, com a mesma idade. Estes resultados demonstraram ser
possivel combinar as raizes tuberosas da mandioca ao vigor da espécie silvestre em uma quimera. O novo
fenodtipo apresentado pelas quimeras (raizes tuberosas maiores que ambos 0s parentais) provavelmente é
devido a interacao epigenética entre as duas espécies. Este fendtipo mostrou ser possivel combinar
diferentes espécies em uma quimera e um grande potencial de produzir variabilidade vantajosa
especialmente para a cultura da mandioca. Adicionalmente, foi feita avaliagdo anatémica das raizes e da
epiderme da segunda quimera para verificar sua constituicdo tuberosa e confirmar a identificagdo da
epiderme. As raizes apresentaram constituicdo tuberosa rica em gréos de amido, de formato e distribuicédo
similares aos encontrados na mandioca variedade UnB 032 e a epiderme apresentou caracteristicas
especificas da mandioca variedade UnB 032 (tricomas e células epidérmicas comuns de formato regular) e
atributos quantitativos (largura das células comuns, frequéncia de tricomas e comprimento de estématos)
de medidas intermediarias as encontradas nos parentais, 0 que evidenciou a interacao entre os tecidos das
duas espécies na quimera.

Palavras-chave: Mandioca. Produtividade. Raizes. M. fortalezensis. Enxertia. Interagéo epigenética.
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Periclinal chimeras in Manihot;:

Synthesis, identification and economic potential
(Bomfim, N. N., PhD in Botany)

Abstract

Chimeras are a specific kind of mosaics where tissues from different species coexist in the apical
meristem of the same plant. Such phenomenon has the potential to generate new characters and
therefore called researchers's attention to the potentiality to be used as a plant breeding method to
produce new varieties. However, artificially synthesized chimeras which aggregate economic value to
cultivated species have not been reached yet. This work aimed to synthesize a chimera between
cassava (Manihot esculenta Crantz) and M. fortalezensis Nassar, which combines traits from both
species. Therefore, chimeral shoots were induced by graft followed by hormone treatment that
resulted in two chimeras. For the diagnostic characterization these markers were used: fruit wings
(typical of cultivated species), and chromosomal number, in pollen mother cells and somatic cells
from adventitious root tips, since parental species had different ploidy level. Both chimeras showed
prominently fruit wings and traits's uniformity, that evidenced an epidermis wholly constituted by M.
esculenta (E). The cytogenetic analysis of pollen mother cells and somatic cells from root tips showed
chromosomal number identical to M. fortalezensis (F),i. e. 2n=54, which evidence that inner tissues
are constituted by M. fortalezensis. Therefore, both chimeras were identified as EFF (referring to L1,
L2, L3) with periclinal arrangement. The first chimera has epidermis constituted by cassava variety
UnB 201 and yielded cylindrical and long tuberous roots, weighting 10-12 Kg per plant. The second
chimera has epidermis constituted by cassava variety UnB 032, and yielded cylindrical and long
tuberous roots weighting 14 Kg per plant. While parental varieties UnB 201 and UnB 032 yielded 2-3
Kg of root per plant, at the same age. These results demonstrated that cassava tuberous roots could
be combined to the wild vigor in a chimera. The new chimeral phenotype (tuberous roots greater and
heavier than parental species) it is probably due to the epigenetic interaction between both species.
This phenotype showed to be possible to combine different species in a chimera and a great potential
to generate advantageous variability, specially to cassava crop. Additionally, it was realized a root
and epidermal anatomical analysis of the second chimera to verify tuberous constitution and to
confirm epidermal identification. Roots showed tuberous constitution rich in starch grains with shape
and distribution similar to such find in cassava UnB 032 and epidermis with specific traits of cassava
variety UnB 032 (trichomes and ordinary epidermal cells of regular shape) and quantitative characters
(trichome frequency, stomatal length and ordinary cell width) expressing intermediate measurements

when compared to parents, what evidenced interaction between both species's tissue in the chimera.

Key-words: Cassava. Productivity. Root, M. fortalezensis, Graft, Epigenetic interaction.
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Quimeras periclinais em Manihot: sua sintese, identificagdo e potencial econémico

INTRODUCAO

As quimeras vegetais s40 mosaicos nos quais células genotipicamente diferentes coexistem
no meristema apical caulinar, o qual origina as células que se diferenciam nos 6rgdos maduros.
Quando o arranjo dessas células, no meristema apical caulinar, € concéntrico, ela é dita periclinal.
(Marcotrigiano 1997a; Burge et al. 2002; Chen et al. 2006). Nessas quimeras os 06rgdos - e.g.
epiderme, gametas e tecidos vasculares- sdo constituidos por tecidos genotipicamente diferentes, o
que resulta em novos fendtipos, isto €, com morfologia diferente da apresentada pelos parentais que

sdo genotipicamente homogéneos (Stewart et al. 1972; Zhou et al. 2002; Wang et al. 2010).

Estes organismos tém grande importancia para os estudos de ontogénese, uma vez que a
destinacéo das células meristematicas é dependente da localizacdo que ela ocupa no apice caulinar
(Satina et al. 1940; Stewart et al. 1970; Evert 2006), e sua grande aplicacdo é a possibilidade de
combinacdo de caracteristicas de diferentes espécies, 0 que tem o potencial de originar novas
variedades de plantas cultivadas, e assim, se constitui uma importante ferramenta para o

melhoramento (Marcotrigiano, Gradziel 1997; Burge et al. 2002; Nassar, Ortiz 2010).

Algumas tentativas de combinar caracteristicas vantajosas resultaram em exemplos bem
sucedidos: em Solanum lycopersicum L. obteve-se uma quimera resistente aos afideos transmissores
de viroses devido a epiderme de S. penelli (Goffreda et al. 1990); e em citrus foi possivel combinar o
aroma e a cor do fruto de Citrus sinensis L. e Citrus unshiu Marc. L. (Zhang et al. 2007). J4 em
Camellia japonica L. flores atrativas e com orgdos reprodutivos restaurados foi obtida em uma
quimera com epiderme de Camellia sasanqua Thunb. (Stewart et al. 1972). Estes exemplos foram
obtidos, induzidos ou espontaneamente, a partir da enxertia entre duas espécies e se mostraram
promissores em combinar e originar caracteristicas dificilmente conseguidas por meios tradicionais

como a hibridagéo.

Por isso, a sintese de quimeras tem sido sugerida como um método capaz de superar
dificuldades de combinacao de diferentes espécies seja por causa da esterilidade ou dificuldade de
propagacédo do novo gendtipo produzido. Como € o caso de espécies de Manihot, onde ha gendétipos
interessantes que por serem triploides ndo geram sementes para hibridacéo, ou ainda porque mesmo
hibridos férteis produzem poucas sementes, o que dificulta a avaliagdo de fenétipos interessantes. A
mandioca, M. esculenta Crantz, é uma espécie que tem a possibilidade de agregar importantes
caracteristicas de espécies silvestres do género através deste método, e por ser propagada
essencialmente de maneira vegetativa, teria seu uso viavel e a propagacado da quimera assegurada.

Isso porque a estrutura quimeral so pode ser propagadas vegetativamente.

A sintese de quimeras também oferece a possibilidade de ampliar as fontes de variabilidade
para o melhoramento, uma vez que espécies propagadas vegetativamente sdo melhoradas
principalmente a partir da selecdo clonal e intervarietal, o que € limitado em termos de variabilidade
genética e fenotipica, quando comparado a hibridizacdo interespecifica (Jennings, Iglesias 2002;
Ceballos et al. 2004; Nassar, Ortiz 2009). Esta, apesar de haver contribuido intensamente para o
cultivo da cultura em areas assoladas por bacteriose e viroses, € dificil devido as barreiras entre
espécies, e a necessidade de diversos retro cruzamentos - para eliminar caracteristicas silvestres

indesejaveis e restaurar os caracteres desejaveis (Rieseberg, Carney 1998; Nassar, Ortiz 2009;
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Ulukan 2009; Ceballos et al. 2012) - ao passo que a formacéo de quimeras oferece a possibilidade de
producdo de variedades que combinem diferentes espécies, sem estas dificuldades e ainda de

maneira Unica.

Este estudo teve a finalidade de sintetizar uma quimera periclinal no género Manihot que
combinasse uma espécie silvestre a espécie cultivada M. esculenta, a fim de se obter uma variedade
da mandioca. Nele inclui-se caracterizagdo morfologica, anatdmica e citogenética de duas espécies,
bem como de duas quimeras, para a identificacdo e avaliacdo do potencial de producéo das quimeras
sintetizadas.

Este texto foi organizado em trés partes: no primeiro capitulo consta uma breve revisdo
bibliogréafica, o segundo capitulo se refere ao primeiro artigo publicado, onde relata-se a primeira
qguimera induzida artificialmente; e no terceiro capitulo consta o segundo artigo onde é descrita a

segunda quimera obtida pelo grupo de trabalho ao qual fago parte.
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Capitulo 1: Revisdo de Literatura

Quimeras em espécies cultivadas

A palavra quimera veio da mitologia grega e designa a figura mitolégica caracterizada pela
aparéncia de dois animais e, em plantas, este termo é utilizado para designar um organismo mosaico
constituido por células geneticamente diferentes no meristema apical caulinar (Marcotrigiano 1997).

O primeiro relato formal desse fenbmeno ocorreu em uma planta constituida por tomate
(Solanum lycopersicum) e S. nigrum L., a partir da enxertia entre as duas espécies e surgimento
espontaneo de um broto na regido de juncao entre enxertos (Winkler 1907 apud Liu 2006). Esta
quimera apresentava frutos de S. lycopersicum e frutos de S. nigrum na mesma planta, em regides
longitudinalmente adjacentes (Figura 1C). Depois deste experimento, diversas outras iniciativas de
induzir a formacao de quimeras entre diferentes espécies foram relatadas (Marcotrigiano, Gradziel
1997; Burge et al. 2002). Algumas, surgiram espontaneamente a partir da enxertia, ou foram
induzidas por tratamento com auxinas sintéticas, outras ainda foram produzidas in vitro, a partir da
cultura de calos mistos, co-cultura de protoplasto e microenxertia (Zhang et al. 2007; Kaddoura,
Mantell 1984; Chen et al. 2006).

Figura 1 Diagrama explicando o método de producgédo de quimeras por enxertiad Método de Winkler.
A: Parte superior do enxerto (cavaleiro) formada por S. nigrum esta enxertada sobre a parte inferior
do enxerto (cavalo) constituida por tomate. B: ApOs a unido, a jungdo € cortada transversalmente. C:
Um broto quimeral € produzido da jun¢do. (Fonte: Liu, 2006).

Quimeras em um sentido estrito € um organismo mosaico constituido por células
genotipicamente diferentes coexistindo no meristema apical caulinar, o qual origina as células que se
diferenciardo para formar os 6rgdos na planta madura. Esta determinagcdo das células depende da
localizacdo que elas ocupam no meristema apical (Satina et al. 1940; Stewart et al. 1970; Evert
2006), a camada mais externa da origem as células diferenciadas da epiderme, é denominada
dermatégeno, mas comumente referida apenas por L1 (Layer 1). A segunda camada (L2) é o
periblema, da origem aos gametas e aos tecidos subepidérmicos (e.g. cortex parenquimatico),
enquanto a camada mais interna (L3) € o pleroma e da origem aos tecidos vasculares e medula

(Figura 2). Desta forma, é possivel deduzir a origem dos tecidos com base no fenétipo dos érgéos,
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uma vez que o destino celular é determinado pela posicdo da célula nas camadas meristematicas
apicais(Stewart et al. 1972; Goffreda et al. 1990; Kaddoura, Mantell 1984).

Na maioria das dicotiledéneas, é possivel distinguir as duas camadas mais externas devido o
sentido da divisdo celular ser predominantemente anticlinal, o que permite cada camada manter um
crescimento independente (Stewart et al. 1970;Schmidt, 1924 apud Evert 2006). Esta regido €
denominada Tinica. Enquanto as demais camadas internas se dividem nos dois sentidos, anticlinal e

periclinal, sendo denominadas Corpo (Schmidt, 1924 apud Evert, 2005).

Figura 2 Meristema apical caulinar em vista longitudinal e as camadas distinguiveis devido ao sentido
de divisdo celular: L1 e L2 divisdo periclinal e L3 divisdo anticlinal e periclinal. L1: a mais externa da
origem a epiderme; L2, a camada subjacente d& origem aos gametas e tecidos subepidermes e L3 da
origem aos tecidos internos (vasculares e medula).

A notacdo que representa a constituicdo das quimeras sempre diz respeito a constituicdo das
camadas meristematicas apicais, e segue a notacdo de letras mailsculas (e.g., uma quimera com
epiderme de Solanum lycopersicum (L) e tecidos internos de S. nigrum (N), é representada por LNN,
referente a L1, L2, L3. Os organismos nao quimeras seriam representados pela mesma letra, e.g.
LLL, uma vez que apresentam o mesmo gendtipo nas trés camadas. Considerando a determinagéo
das células, a identificacdo do gendétipo (ou espécie) de cada camada é feita com base no fenétipo
dos 6rgdos. Caracteres como pubescéncia, tamanho e densidade estomatica, cor e tamanho das
células epidérmicas permitem deduzir a constituicdo da camada L1 (Stewart et al. 1972; Goffreda et
al. 1990; Kaddoura Mantell 1984; Zhang et al. 2007; Marcotrigiano 2010). Enquanto, polens derivados
da camada L2, caracteristicas florais e formato de folhas auxiliam a identificacdo da camada L2
(Satina et al. 1940; Kaddoura Mantell 1984). J4, 0 nimero cromossdmico em pontas de raizes, habito
de crescimento e forma de inflorescéncia permitem reconhecer a constituicdo da camada L3 (Stewart
et al. 1972; Kaddoura Mantell 1984). Adicionalmente, a avaliagcdo histolégica direta dos éapices
caulinares ajuda a identificacdo dos gendétipos quando os diferentes gendtipos apresentam niveis de

ploidias muito diferentes, i.e diferenca maior 2n (Satina et al. 1940; Stewart et al. 1972).

A ocorréncia de células genotipicamente diferentes no organismo tem gerado novos fenotipos
(Stewart et al. 1972; Zhou et al. 2002; Wang et al. 2010; Zhang et al. 2007). O arranjo que elas
assumem resulta em formas variadas - de folhas, flores, epiderme e até o habito- na planta madura
de acordo com a extensdo e o arranjo que os diferentes tecidos ocorrem no meristema apical. Este
arranjo é classificado em setorial, mericlinal ou periclinal (Figura 3), e que tem importancia devido a
implicacdo na estabilidade histoldgica no individuo adulto e consequentemente na propagacao
vegetativa da quimera (Marcotrigiano, Gradziel 1997). As quimeras periclinais sdo as mais estaveis
histologicamente, porque os tecidos genotipicamente diferentes estdo organizados concentricamente,

0 que significa que um dos genoétipos constitui uma camada meristematica completa. Enquanto os
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outros tipos de quimeras - mericlinal e setorial - apresentam camadas incompletas e se diferem
devido a extensdo - o tipo setorial se estende por todas as trés camadas, e o mericlinal apenas por
parte de uma ou duas camadas. A instabilidade histolégica se deve as diferencas na velocidade de
crescimento dos diferentes tecidos, o que resulta no desaparecimento de um deles com o
crescimento da planta (Marcotrigiano, Gradziel 1997; Burge et al. 2002).

Espécie A Espécie B

T

@ Periclinal
ﬂ\ Q O Mericlinal
Meristema apical caulinar @ Setorial

Arranjo histologico em quimeras vegetais

Figura 3 Classificacdo das quimeras segundo o arranjo histolégico dos tecidos genotipicamente
diferentes no meristema apical caulinar em vista transversal. Periclinal: 1 ou 2 camadas inteiras sao
constituidas por um genétipo diferente das demais. Mericlinal, apenas parte de 1 ou 2 camadas é
diferente das demais; e Setorial apenas parte de todas as camadas (i.e. um setor) € genotipicamente
diferente do setor adjacente.

A formacéo de quimeras periclinais se da a partir de quimeras setoriais ou mericlinais. Isto é,
células de uma determinada camada se deslocam e substituem células da camada meristeméatica
adjacente (Marcotrigiano; Gouin 1984; Kaddoura, Mantell 1984; Burge et al. 2002). Isso acontece
pora causa da competicdo dos tipos celulares no meristema apical, devido a divisdo mais rapida de
um dos gendétipos e substituicdo de uma célula na camada adjacente, que por sua vez se dividird
anticlinalmente compondo a nova camada.

A ocorréncia de novos fen6tipos em quimeras demonstraram que diferentes espécies podem
ser combinadas em um Unico organismo (Winkler, 1907 apud Liu 2006; Stewart et al. 1972;
Kaddoura Mantell 1984; Hirata et al. 2000; Wang et al. 2010; Zhang et al. 2007). Isso, chamou a
atencdo para a potencialidade de formacdo de novos caracteres e de utilizacdo da enxertia para

formacao de novas quimeras como métodos de melhoramento.
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Melhoramento vegetal utilizando-se sintese de quimeras

Diversas iniciativas de produgcdo de quimeras interespecificas constituidas por espécies
cultivadas sé&o relatadas (Kaddoura, Mantell 1984; Marcotrigiano, Gouin 1984; Goffreda et al. 1990;
Hirata et al. 1990; Burge et al. 2002; Chen et al. 2006; Zhu et al. 2007; Wang et al. 2010), sendo a
grande maioria em membros das familias Solanaceae e Brassicaceae, as quais sao principalmente
herbaceas e por isso com uma maior facilidade de gerar brotos a partir de tecidos diferenciados. A
maioria das espécies propagadas vegetativamente sao lenhosas ou semi-lenhosas, por exemplo
citros, mandioca, macéa, uva, o que dificulta a formacé&o de brotos a partir de tecidos diferenciados em
O6rgdos maduros devido ao alto grau de lignificacdo. Logo, ha poucas quimeras sintetizadas e raros
relatos de cultivo de variedades quimerais até entdo. Nas ultimas revisdes publicadas (Marcotrigiano,
Gradziel 1997; Burge et al. 2002) a respeito do potencial de utilizagdo no melhoramento, ndo ha
relatos de quimeras que estejam sendo amplamente cultivadas. Os relatos tem um enfoque
investigativo, de valiosa importancia para os estudos de ontogénese e de transferéncia genética
horizontal (Szymkowiak, Sussex 1996; Marcotrigiano, Gradziel 1997; Stegemann, Bock 2009;
Marcotrigiano 2010), mas que ndo se referem ao potencial de cultivo e de melhoria de alguma

caracteristica em uma espécie cultivada.

Embora ndo haja variedades quimerais artificialmente sintetizadas e cultivadas, a sintese de
guimeras demonstrou um grande potencial de formagéo de variedades Unicas, havendo inclusive
exemplos especiais em espécies ornamentais, frutiferas e horticolas. Por exemplo entre a espécie
Camellia sasanqua Thunb. e Camellia japonica L., uma quimera periclinal produziu flores com
tamanho e formato diferentes dos parentais (Stewart et al. 1972). Enquanto em espécies frutiferas,
ha relato da ocorréncia de sabor misto, fruto de cor e tamanho distinto das espécies parentais Citrus
sinensis (L.) Osbeck e Citrus unshiu Marc. (Zhang et al. 2007). Outro exemplo é a quimera de com
L. esculentum Mill. e Lycopersicon pennellii (Correll) D'Arcy, resistente ao afideo transmissor de
viroses, devido a presenca da epiderme da espécie silvestre L. pennellii, que apresenta tricomas
glandulares produtores de triacilglucoses, que reduzem a colonizacdo dos afideos (Goffreda et al.
1990).

A dificuldade de formacado de variedades quimerais interespecificas é devido a necessidade
de (i) trabalho manual qualificado para fazer enxertia (Pina; Errea 2005; Mudge et al., 2009), (i) ao
relativo alto grau de lignificagdo dos tecidos adultos em espécies de propagacao vegetativa (Pina,
Errea 2005), (iii) ao conhecimento incipiente de espécies silvestres Uteis com caracteristicas que
contribuam para a espécie cultivada (Nassar 1978; Allem 2002; Ulukan 2009; Nassar et al. 2008), e
(iv)a frequente baixa eficiéncia de formacéo de brotos quimerais (Burge et al. 2002), possivelmente

por inadequacédo do método.

A enxertia € uma técnica horticultural relativamente laboriosa e que exige dominio para se ter
uma alta eficiéncia da juncao entre os enxertos. Além disso, caracteristicas histoldgicas e bioquimicas
da espécies devem ser levadas em conta, pois muitas vezes impedem a juncdo entre os enxertos
(Pina; Errea 2005). Algumas espécies tem mais afinidade entre si (Nassar, 1980; Pina, Errea 2005),
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enquanto outras morrem ao ser enxertadas por incompatibilidade dos tecidos ou ainda a presenca de
substancias téxicas como os glicosideos cianogénicos presentes na mandioca.

O grau de lignificagdo dos tecidos influi na capacidade de formacdo de calo na regido de
fusdo entre os enxertos e também na formacado de brotos nas secgfes transversais. A maioria dos
relatos de quimeras sintetizadas foram obtidas em plantas herbaceas (Kaddoura, Mantell 1984; Zhu
et al. 2007; Chen et al. 2006; Marcotrigiano, Gouin 1984; Hirata et al. 1990; Wang et al. 2010), em
geral constituidas por tecidos mais tenros compostos por células parenquimaticas, as quais voltam a
condicdo meristematica mais facilmente e por isso formam calos com maior facilidade do que tecidos
mais lignificados. A formacao de calo na regido de juncao dos enxertos € essencial para a fusdo da
parte superior & parte inferior do enxerto; e a brotagdo na regido exposta de unido dos enxertos é
imprescindivel para o surgimento da quimera. Boa parte das espécies propagadas vegetativamente

sao lenhosas ou semi-lenhosas.

As espécies silvestres tém sido citadas como uma grande fonte de variabilidade e de genes
Uteis para o melhoramento de espécies cultivadas. Contudo, o melhoramento de espécies cultivadas
propagadas vegetativamente se concentra em sele¢éo clonal e ndo ha ainda um olhar atento para a
manutencdo, caracterizacdo e selecdo de espécies silvestres em diversas culturas. Apesar dos
valiosos exemplos da contribuicdo das espécies silvestres as espécies cultivadas para seguranca
alimentar (Carvalho et al. 1995; Allem 1999; Jennings, Iglesias 2002; IDRC 2010; Nassar; Ortiz

2010). A importancia desta fonte de variabilidade é ainda muito negligenciada.

A baixa eficiéncia de formacédo de brotos quimerais se deve em parte as técnicas utilizadas
para a indugdo de brotos em sec¢des expostas do caule constituido por tecido de dois enxertos
(Burge et al. 2002), essa condicdo ndo favorece o surgimento de brotos quimerais em campo a céu
aberto, enquanto a cultura de tecidos in vitro fornece condi¢cdes controladas que aumentariam a
eficiéncia de brotacdo. No entanto o desenvolvimento de protocolos adequados para espécies
silvestres ainda é incipiente (Pence, Engelmann 2011).

Os diversos exemplos despertaram para a valiosa contribuicdo que a sintese de quimeras
oferece para producdo de variedades vantajosas. Em alguns casos, o modo de propagacdo das
espécies nao viabilizava a utilizagdo da quimera em grandes escalas (Goffreda et al. 1990; Chen et
al. 2006), pois a estrutura quimeral requer ser propagada vegetativamente e ndo pode ser replicada
por sementes (Kaddoura Mantell 1984; Goffreda et al. 1990).

Espécies cultivadas onde a propagacéo é feita por 6rgédos vegetativos, como a mandioca, sao
excelentes candidatas para serem combinadas a espécies silvestres em uma quimera. A mandioca,
Manihot esculenta Crantz, €é uma cultura que pode obter boas vantagens com uma quimera
interespecifica, por ter espécies silvestres (teis disponiveis e com alta afinidade de formacao de

enxertos com a espécie cultivada (Nassar, 1980; Pellet, EI-Sharkawy, 1994; Nassar et al. 2008).

Nayra N. Bomfim



Quimeras periclinais em Manihot: sua sintese, identificagdo e potencial econémico

A Mandioca

Aspectos taxonémicos e ecoldgicos

A mandioca pertence a familia Euphorbiaceae, e é a Unica espécie cultivada do género
Manihot, que possui cerca de 100 espécies (Rogers, Appan 1973; Nassar 1985; Nassar et al. 2010).
Todas estas espécies sdo nativas da Ameérica, com distribuicdo natural no continente entre o os
paralelos 30° Norte e 30° Sul, isto €, entre o sul do Arizona nos Estados Unidos e o centro da
Argentina (Rogers, Appan 1973).

Dentre estas espécies, cerca de 80 sdo nativas do Brasil, e ocorrem principalmente em
Goias, Minas gerais e Bahia, onde o habitat € especialmente xeromérfico; apesar de também
ocorrerem em florestas Umidas na Amazénia(Rogers, Appan, 1973;VMA-Biodiversity, 2010). Em

geral, as espécies sdo helidfitas e capazes de ocupar &reas abertas.

A espécie M. esculenta ndo é um taxon monofilético (Chacon et al. 2008), e sob ele séo

conhecidas mais de cem cultivares (Faraldo et al. 2000).

Importancia e Usos

A mandioca, é a 5% maior fonte de energia nas dietas humanas (FAO 2013). Ela é base
alimentar para pelo menos 800 milhGes de pessoas (FAO 2013). Além disso, ela se destaca de outras
culturas por tolerar o cultivo com poucos insumos, solos pobres e pluviosidade baixa ou imprevisivel
(FAO 2013). Ela também é uma das poucas culturas que podem ser produzidas eficientemente em
pequena escala e ser propagada facilmente por estaquia, 0 que tem baixo custo e a anualmente,
apos a colheita, fica prontamente disponivel (FAO 2013). Além disso, a possibilidade de um longo
periodo de colheita no campo por periodos de 8 meses a 2 anos, asseguram a disponibilidade e
facilitam a colheita. Estes motivos a fazem uma das culturas de seguranga alimentar mais confiaveis
e por isso amplamente cultivada no mundo, e principalmente no Brasil, Africa e Asia (Nassar, Ortiz
2010; FAO, 2013). O principal produto da planta de mandioca sao as raizes tuberosas que podem ser
consumidas in natura cozidas ou em forma de farinha, mas toda a parte aérea é utilizada para
alimentacdo animal ou adubacdo. A raizes apresentam alto teor de amido, que varia entre 20 e 40%
(Lorenzi 1978; Lindeboom et al. 2004) e é reconhecido como uma fonte pura de amido para uma
vasta gama de aplicacBes alimenticias e industriais: polvilho, racdes, remédios, adesivo, papel,
cosméticos, bioetanol, materiais sintéticos, téxteis e fotograficos (Lindeboom et al. 2004; Adejumo et
al. 2011).

A mandioca é diferente de seus parentes silvestres por apresentar grande producéo de raizes
tuberosas, com alto teor de amido, habito anual, facil propagacéo por estacas e poucas ramificacdes
(Rogers; Appan 1973; Nassar, Ortiz 2010). Entretanto, as espécies silvestres possuem caracteristicas
adaptativas vantajosas para o cultivo da mandioca e que nao estdo presentes na espécie cultivada,

isto € resisténcia a seca, a doengcas como o virus do mosaico (CMV) e a bacteriose causada por
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Xanthomonas Manihoti (Storey, Nichols; 1938); e conteldo nutricional mais rico (Nassar, Ortiz 2009;
Nassar et al. 2008).

Melhoramento da mandioca

Os programas de melhoramento da cultura tém se concentrado na selecdo fenotipica
recorrente, isto é selecdo entre clones e variedades, assim como em culturas propagadas
clonalmente (Jennings, Iglesias 2002; Ceballos et al. 2004; Nassar, Ortiz 2009; Ceballos et al. 2012)
em parte isso é devido a dificuldade de replicagédo por sementes e a baixa eficiéncia de cruzamentos
artificiais (Ceballos et al. 2012). Em geral, este tipo de melhoramento permite encontrar genétipos
mais adaptados, apesar de contar com uma base genética restrita e consequente baixa variabilidade,

e uma certa melhoria da produtividade em resposta ao cultivo sob condi¢cdes mais propicias.

H4, no entanto, programas que investem em hibridizacdo com espécies silvestres, as quais
se mostraram essenciais para a manutencao da cultura frente as doengas mais agressivas (Thresh,
Cooter 2005; Nassar et al. 2008). Entretanto, a hibridizacao entre espécies é dificil devido a barreiras
gaméticas, a associacao de caracteristicas indesejaveis e a necessidade de diversas geracgdes para
superar estas dificuldades (Nassar et al. 1996; Rieseberg, Carney 1998; Ulukan 2009; Nassar, Ortiz
2010).

Outro método comum entre plantas de propagacéo vegetativa é a duplicagdo do ndmero
cromossémico, ou poliploidia, a partir de tratamentos com anti-mitéticos. A poliploidizacdo permite
gerar uma maior variedade de combinagBes genéticas e consequente variabilidade, mas n&o
representa um aporte muito significativo na produtividade, tendo sido alcan¢cados ganhos de 40%
(Jos et al. 1970; Sreekumari et al. 1999). A poliploidizacdo também tem sido utilizada para
restauracdo da fertilidade de hibridos, o que disponibiliza a variabilidade genética alcancada pela
hibridizacéo interespecifica (Nassar 2003).

A obtencdo de quimeras em mandioca oferece a possibilidade de combinagcdo de
caracteristicas entre espécies de maneira Unica e tera seu uso viavel, uma vez que sO se propaga
vegetativamente. Além disso, permitira o uso de espécies ndo hibridizaveis, devido a esterilidade. As
formagédo de quimeras em Manihot permitird ampliar a variabilidade de caracteristicas, fato ja relatado
para outras espécies (Stewart et al. 1972; Zhang et al. 2007). Além disso, a sintese de quimeras
oferece a possibilidade de formacdo de variedades em um tempo relativamente menor que por

métodos tradicionais (Burge et al. 2002; Nassar, Bomfim 2013).
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Objetivos

No intuito de sintetizar uma quimera em mandioca (M. esculenta) que pudesse apresentar
caracteristicas vantajosas da espécie silvestre, induziu-se a formagdo de brotos quimerais
constituidos pela espécie silvestre M. fortalezensis e M. esculenta, porque estas espécies podem ser
enxertadas facilmente (dados ndo publicados) e possuem nimero cromossdmico diferentes, o que
sera utilizado como marcadores na identificacdo da quimera. A afinidade da espécie silvestre a
mandioca permitiu a formacédo de enxertos e brotos quimerais, enquanto a diferenca no nivel de
ploidia permitiu a identificacdo das espécies constituintes da quimeras. Aliado a estas caracteristicas,
M. fortalezensis é uma espécie silvestre e nativa de caatinga, o que a faz ter caracteristicas

adaptativas diferentes das encontradas na mandioca, entre elas relativa tolerancia a seca.

Objetivo geral

Combinar caracteristicas vantajosas das espécies, silvestre, M. fortalezensis e cultivada, M.

esculenta (mandioca).

Objetivos especificos

Sintetizar uma quimera periclinal constituida por uma espécie silvestre M. fortalezensis e a
cultivada, mandioca.

Identificar a constituicdo da uma quimera a partir da caracterizacdo morfologica, anatbmica e
citogenética.

Avaliar o potencial agronémico deste material baseado em peso de raizes e altura das

plantas.
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Capitulo 2. Primeiro artigo

Este capitulo apresenta o primeiro artigo publicado, referente a sintese da primeira quimera.
Este artigo foi publicado na revista Genetics and Molecular Research 12 (1): 610-617 publicada em
2013. Uma descricdo morfologica detalhada desta quimera pode ser encontrada na revista
Geneconserve 12 (48):15-17 publicada em 2013. Neste capitulo alguns acréscimos e alteragfes

foram feitas quando comparados ao artigo original.

Sintese de quimera periclinal em mandioca

N.M.A. Nassar e N. Bomfim
Departamento de Genética e Morfologia, Universidade de Brasilia,

Brasilia, DF, Brasil

Autor para correspondéncia: N.M.A. Nassar
E-mail: nagnassa@rudah.com.br
Genetics and Molecular Research 12 (1): 610-617 (2013).

Resumo

NOs fornecemos o primeiro relato sobre a sintese de uma quimera periclinal interespecifica muito
produtiva, com raizes grandes e comestiveis. O tecido da epiderme da quimera foi formado pela
espécie cultivada M. esculenta (E), e os tecidos da subepiderme e interno foram formados pela
espécie silvestre, Manihot fortalezensis (F). NoOs utilizamos andlises citogenéticas e morfoldgicas para
determinar a origem de todos os tecidos. Estes resultados podem oferecer potencial para o
desenvolvimento de novas linhagens para o melhoramento de plantas baseada no uso de quimeras

compostas por diferentes combinac¢des de espécies silvestres e cultivares.

Palavras-chave: Manihot. Enxertia, Raizes comestiveis.

Introducéo

A mandioca é a principal fonte de alimento para mais de 800 milhdes de pessoas nos trépicos
e subtrépicos (FAO, 2009). Nos ultimos 50 anos, os programas de melhoramento de culturas tém se
concentrado na selecdo clonal e na hibridizag&o intervarietal (Nassar e Ortiz, 2009). Os estudos de
hibridizacédo interespecifica objetivando incorporar caracteristicas desejaveis de espécies silvestres

as cultivares podem ser particularmente dificeis devido a forte barreira interespecifica e a
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necessidade de conduzir diversos retro cruzamentos, os quais podem levar diversas décadas ou mais
(Nassar e Ortiz, 2010). Alguns autores tém se referido a importancia de quimeras (Burge et al., 2002;
Nassar, 2003, 2004), outros propuseram a utilizacdo de quimeras para combinar caracteristicas
potencialmente Uteis de populac8es silvestres e cultivares (Goffeda et al., 1990; Burge et al., 2002).
Entretanto, nenhuma tentativa experimental foi direcionada para melhorar as caracteristicas
econdmicas usando esta técnica. NOs aqui apresentamos resultados da sintese de uma quimera
periclinal das espécies silvestres de Manihot, M. fortalezensis, e a espécie cultivada, mandioca, M.
esculenta.

Quimeras vegetais ocorreram raramente na natureza, enquanto outras foram sintetizadas
artificialmente entre diferentes espécies (Marcotrigiano e Gouin, 1984; Kaddoura e Mantell, 1991;
Chen et al, 2006; Wang et al.,, 2011), mas nenhuma resultou ainda em caracteres econémicos
melhorados. Em vez disso os estudos anteriores em quimeras vegetais visaram examinar ontogenia
e aspectos botanicos puros.

Outras tentativas de produzir quimeras foram anteriormente realizadas por cultura de tecidos;
entretanto muito poucas sobreviveram para produzir plantas maduras ou foram capazes de
estabelecer uma nova linhagem quimeral (Kaddoura e Mantel, 1991; Chen et al., 2006).

Poucas quimeras interespecificas se originaram de brotos que surgiram da unido entre
enxerto e porta enxerto (E.g., Stewart et al., 1972; Burge et al., 2002; Zhou et al., 2002; Chen et al.,
2006; Zhang et al., 2007). Embora nenhum valor econdmico direto dessas quimeras tenha sido
determinado nesses estudos anteriores, estes pesquisadores previram um futuro potencial de
sintetizar quimeras para este propdsito.

No presente estudo ndés sintetizamos, pela primeira vez, uma quimera interespecifica
periclinal de duas espécies de Manihot que diferem em ndmero cromossdmico e nivel de ploidia. Uma
dessas, UnB 201, é um cultivar conhecido pela sua boa qualidade nutricional e sabor, mas tem baixa
produtividade (Nassar et al., 2011a).Ela é, particularmente suscetivel a infestacdo por brocas e é
altamente vulneravel & seca. A segunda espécie M. fortalezensis, € bem adaptada a seca, tolerante a
brocas e é conhecida por suas raizes que podem capturar agua de partes profundas do solo (Nassar
etal., 2011b).

Material e Métodos
Material Vegetal

Duas espécies de Manihot foram utilizadas no estudo: M. fortalezensis (F), e a variedade
UnB 201 da espécie cultivada M. esculenta (Mandioca) (E). Ambas as espécies foram mantidas na
cole¢édo viva da Universidade de Brasilia (UnB).

M. fortalezensis € um arbusto ereto ca. 4m, lenhoso e com raizes fibrosas profundas e nativo
da caatinga, Ceard, Brasil onde a seca é predominante (Nassar et al., 2011b). A variedade de

mandioca UnB 201 é um arbusto baixo com 1i 1.50 m de altura. Ele foi selecionado a partir de uma
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variedade de mandioca indigena com alto teor de proteina e caroteno, com excelente palatabilidade e

produzindo raizes comestiveis de 2 a 3 quilos por planta aos 12 meses (Nassar et al., 2007, 2011a).

Sintese de Quimera

Estacas de M. fortalezensis foram enxertadas sobre 40 portas enxertos da variedade UnB
201. Ap6s um ano, os enxertos ja crescidos foram removidos com um corte paralelo a unido entre
enxerto e porta enxerto deixando somente 5 cm do tecido dos enxertos. Essa unido e os tecidos
remanescente foram cobertos por algoddo ao qual foi adicionado 4 gotas da solugdo de acido
naftalenoacético 10 mg/l dissolvido em agua destilada. Os brotos formados nas laterais do caule dos
enxertos foram removidos.

Ao fim da estagdo de crescimento os brotos morfologicamente distintos dos pais foram
propagados vegetativamente. Apenas dois brotos surgiram dentre os 40 tratamentos. E apenas um
deles foi utilizado para este estudo. A planta madura que se originou deste broto foi cortada em 18
estacas propagaveis, as quais foram plantadas sob as mesmas condi¢des que estacas das espécies
parentais. Apds o crescimento destas plantas, frutos, folhas e raizes foram examinados
morfologicamente botBes florais e pontas de raizes adventicias foram coletados e examinados
citogeneticamente para avaliagdo do namero cromossdmico. Além disso, o peso das raizes da

quimera foi comparada a dos parentais.
Anélise Citogenética

Botdes masculinos foram coletados, fixados em solugcdo de carnoy, preservado em etanol
70% e esmagados com uma gota de solucédo de acetocarmina a 1%.

Pontas de raizes foram coletadas de estacas da quimera, pré-tratadas com solucdo de
colchicina a 0,25% em &gua destilada por 1 hora, fixada em solucdo de carnoy preservada em etanol
70%, hidrolisada em HCL 1N por 10 minutos e esmagadas e coradas com solucdo de acetocarmina a
1%.

Exame Morfolégico
Caracteres morfolégicos como o formato da folha, caracteristicas da raiz e fruto das 18

plantas clones foram comparadas aos parentais M. fortalezensis e M. esculenta.

Resultados

Duas quimeras fenotipicamente similares foram obtidas a partir de estacas enxertadas, o que
representa a frequéncia de 5% de inducdo quimeral (2/40). Essas plantas foram propagadas por
estacas e um total de 18 plantas cresceram por um ano.

A identificacdo de quimeras foi possivel baseada na morfologia foliar e no formato dos frutos.
As folhas da quimera eram notavelmente diferentes em tamanho e forma em relacdo as duas
espécies parentais (Figura 4A e B). O fruto da quimera era alado apesar de ser produzido na estaca

de M. fortalezensis, a qual produz frutos normalmente esféricos (Figura 4B). Considerando que a
Nayra N. Bomfim

17



Quimeras periclinais em Manihot: sua sintese, identificagdo e potencial econémico

camada externa do fruto normalmente se deriva da camada meristematica mais externa do apice
caulinar (L1) (Goffreda et al., 1990; Zhou et al., 2002), foi concluido que a quimera foi formada pela

epiderme da mandioca, M. esculenta (E).

Figura 4 Caracteristicas morfoldgicas da Quimera (EFF) comparada aos parentais. A: Folhas: M.
fortalezensis (esquerda), Quimera (centro), variedade de mandioca (direita). B.: Frutos: M.
fortalezensis (esquerda), quimera (centro), variedade de mandioca UnB 201 (direita). Barra= 10 cm.
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Tabela 1 Caracteristicas morfolégicas das plantas quimerais (EFF) e seus parentais, Manihot
fortalezensis e a variedade de mandioca UnB 201.

Caracteristica M. fortalezensis Quimera (EFF) Mandioca variedade
(FFF) UnB 201 (EEE)
Crescimento  Arbusto ereto Arbusto semiereto ca. 5m, Arbusto ereto ca. 2m, 2-

e caule

Folhas

Inflorescéncia

Frutos

Raiz

normalmente solitario,
ca. 8m, 7-10cm de
diametro, 4-5m de
altura com 1 ano.
RamificagBes eretas.
Padréo de
ramificagcdo dic6tomo
apenas na parte
apical. Caules jovens
vermelhos. Nos do
caule levemente
proeminentes, e
cicatrizes das
estipulas nao
proeminentes

Folhas com 3, 5, 7
lobos, normalmente
peltado, face adaxial
verde clara, e face
abaxial verde glauca.
Lobos centrais muito
obovados com apice
apiculado.
Comprimento dos
peciolos 10-25 cm.

Inflorescéncia em
panicula com 2 ramos
laterais saindo da
mesma base, com
flores pistiladas na
panicula central.
Ovarios nao alados.

Frutos esféricos
levemente alados na
base e ausentes no
apice do fruto e com
pedinculo formando
um pequeno globo
proximo ao fruto.

6-7 raizes fibrosas
profundas; 100-120
cm de comprimento.

1-2 caules centrais saindo
da mesma base, 5-10 cm
em diametro, 5-6 m de
altura com 1 ano.
Ramificagdo decumbente.
Padrdo de ramificacdo
dictomo e tricotomo.
Caules jovens roxos. Nés
e cicatrizes das estipulas
levemente proeminentes.

Folhas palmadas com 2 a
5 lobos, semi-peltadas a
emarginadas, face adaxial

verde escura e face
abaxial verde
esbranquicado. Lobos

centrais obovados com
apice subapiculado.
Comprimento dos
peciolos 8-15 cm.

Inflorescéncia em
panicula com 2-3 ramos
laterais saindo da mesma
base. Ovarios nao alados.

Frutos esféricos, com
asas proeminentes com
pedinculo formando um
globo perto do fruto.

7-8 raizes comestiveis e
3-4 raizes fibrosas.
Raizes comestiveis com
60-70 cm cada,
cilindricas, 10 cm de
didmetro, peso 10-12 Kg,
polpa macia e com cheiro
de Acido Cianidrico.

3 caules saindo da
mesma base, 2-5 cm de
diametro, 1-2 m de
altura com 1 ano.
Ramificagéo semi-
decumbente, com
padrdo dic6tomo ou
tric6tomos. Caules
jovens vermelhos
esverdeados. No6s e
cicatrizes das estipulas
proeminentes.

Folhas 3-5 lobos,
emarginados, face
abaxial verde escura e

face  abaxial verde
glauca. Lobos centrais
oblongos -lanceolados
com apice agudo
acuminado.

Comprimento dos

peciolos de 5-13 cm.

Inflorescéncia em
panicula com 2-4 ramos
laterais saindo da
mesma base. Ovarios
com asas onduladas.

Frutos semiesféricos
com asas proeminentes
levemente  onduladas,
com pedinculo
engrossado.

4-5 raizes comestiveis,
cbnicas, 30 cm de
comprimento, pele
escura, pesando 2-3 Kg,
excelente palatabilidade
da polpa macia, baixo
teor de acido cianidrico,
sem raizes fibrosas.
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A investigagdo meidtica dos botdes florais da quimera revelaram um ndmero cromossémico
2n=54, o qual é o mesmo de M. fortalezensis (Figure 5A), indicando que a constituicdo da camada L2
é de M. fortalezensis. A investigacdo das pontas de raizes das duas quimeras também revelaram um
namero cromossémico 2n=54. Uma vez que raizes normalmente se originam do tecido interno
periciclo isso demonstra que a camada L3 era composta por M. fortalezensis. E desta forma conclui-

se que a constituigdo final da quimera é EFF.

T
o

Figura 5 Metafase meidtica | mostrando nimero cromossémico. A. Manihot fortalezensis (FFF),
2n=54, 23 bivalentes (20 em azul e 3 pares recentemente separados: 2 em verde e 1 em amarelo).
B.: Quimera de mandioca (EFF), 2n=54, 17 bivalentes ( 16 em azul e 1 recentemente separado em
amarelo), 17 univalentes (vermelho), 1 trivalente (azul).

Ap6s um ano as quimeras propagadas mostraram um crescimento extremamente vigoroso

(quase trés vezes maior) comparado ao crescimento das parentais (Figura 6), e diametros de caule

maiores que a espécie parental mandioca.
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Figura 6 Crescimento vigoroso da Quimera (EFF) comparado ao do parental M. esculenta Variedade
UnB 201. A. Quimera.; B. Mandioca variedade UnB 201.

Discussao

A observagdo mais interessante na formacgdo da quimera foi o desenvolvimento de raizes
comestiveis extremamente grandes se comparadas as de mandioca. O peso da raiz alcangou 10-12
kg em todas as plantas com um ano de idade, enquanto plantas de mandioca, UnB 201, com essa
mesma idade atingiram 2-3 kg. A quimera, portanto, teve um aumento de cinco vezes em sua
produtividade. Em contrapartida, a espécie M. fortalezensis nao forma raizes comestiveis, mas forma
raizes fibrosas. Além da formacé@o de grandes raizes comestiveis, as quimeras também adquiriram
raizes fibrosas profundas; uma indicacdo de boa tolerancia a seca, ja que essas raizes possibilitam a
absorcdo mais eficiente de agua subterrdnea. Visto que quimeras sdo um mosaico de células
geneticamente diferentes no meristema apical caulinar, interagbes entre elas em um mesmo tecido
podem resultar na modificagdo de caracteres. Estudos recentes sugerem que a transferéncia de
RNA, ou mesmo DNA, para células adjacentes em enxertos induzem efeitos epigenéticos
(Stegemann e Bock, 2009).

A diferenca em nimero cromossdmico observada durante meiose e mitose foi usada para
detectar a constituicdo quimeral, e revelou 0 aspecto mais interessante dessa quimera, produzidas a

partir de enxertia; a coexisténcia harménica de tecidos geneticamente e cromossomicamente

Nayra N. Bomfim

21



Quimeras periclinais em Manihot: sua sintese, identificagdo e potencial econémico

diferentes. Em particular, essa combinacao resultou na producdo de uma planta caracterizada por um
crescimento vigoroso e enormes raizes comestiveis. Essas caracteristicas com certeza favorecem o
uso dessa quimera para o melhoramento no futuro. Além disso, pelo fato de raizes comestiveis de
mandioca serem a principal fonte de alimento para populacdes mais pobres nos tropicos, a sintese
dessa quimera altamente produtiva pode levar a uma nova linha de pesquisa que adote a técnica de
producdo de quimeras para o melhoramento dessa cultura. Variando a combinagdo de espécies
silvestres e de mandioca, uma grande diversidade de quimeras pode ser gerada para diferentes
propositos.

A sintese de quimeras oferece vantagens praticas para a producao de plantas resistentes a
doengas e insetos por causa da camada mais externa de uma espécie resistente pode ser
expressada em uma camada, mais interna, de mandioca. Em conjunto, essa técnica pode resultar no
desenvolvimento de um nova variedade resistente, tolerante a seca e produtivo em um curto periodo
de tempo de apenas 1 ou 2 anos.
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Capitulo 3: Segundo artigo

Neste capitulo consta o artigo referente a sintese da segunda quimera. Este artigo esta
disponivel na Revista Genetics and Molecular Research 13 (1): 819-830 publicado em 2014. Nele
além dos marcadores morfolégicos utilizados, para identificacdo da quimera descrita anteriormente,
no capitulo 2 (UnB 701), também foram utilizados alguns marcadores anatdmicos para esclarecer a
constituicdo da camada L1. Adicionalmente as raizes tuberosas também foram avaliadas

anatomicamente para comprovar a constituicdo tuberosa das raizes.

A utilizacdo de quimeras periclinais como método de melhoramento pode
impulsionar a producéao de raizes tuberosas em mandioca

Nayra N. Bomfim* e Nagib M. A. Nassar’
lPrograma de Pés-Graduacao em Botéanica e 2Departamento de Genética e Morfologia da

Universidade de Brasilia, Brasilia, Brasil

Autor para correspondéncia: nagibnassar@ geneconserve.pro.br
Genetics and Molecular Research 13 (1): 819-830 (2014)

Resumo

Quimeras vegetais periclinais sdo mosaicos genotipicos organizados concentricamente.
Tentativas de produzi-las para combinar caracteristicas de diferentes espécies tem sido feitas, mas
resultados viaveis, ainda ndo foram alcancados. A mandioca, uma das principais culturas alimenticias
do mundo, pode ter suas caracteristicas melhoradas com espécies silvestres. Este artigo relata uma
guimera periclinal altamente produtiva derivada de mandioca, constituida pela epiderme da mandioca
e tecidos internos da espécies silvestre. Ela produziu grandes raizes tuberosas com 14 Kg por planta
aos 12 meses de plantada, comparada a 2-3 Kg produzido por variedades comuns. Estes resultados
fornecem uma nova abordagem para o melhoramento da mandioca baseado na sintese de quimeras

interespecificas.

Palavras-chave: Meristema apical caulinar. Tamanho da raiz. Interagcdo epigenética entre espécies.

M. fortalezensis. Qualidade do amido. Manihot silvestre.

Introducéo
A mandioca é base alimentar para pelo menos 800 milhdes de pessoas nos tropicos e sub-

tropicos (FAO 2013). Os programas de melhoramento tém se concentrado na simples selecao clonal

e na hibridizacdo entre cultivares (Ceballos et al. 2004; Nassar; Ortiz 2009). A hibridizacao
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interespecifica para transferir caracteres € dificil devido a barreiras entre as espécies e a necessidade
de quebra-las (Nassar et al. 1996; Rieseberg; Carney 1998). Além disso, a associacdo de caracteres
indesejaveis que vem da espécie silvestre é outra desvantagem, que requer tempo através de varias
geracdes para superar esta indesejavel barreira (Rieseberg; Carney 1998; Ulukan 2009). Ja a
poliploidia tem pouco para oferecer ao melhoramento genético porque novas caracteristicas ndo sao
formadas por essa técnica (Sreekumari et al. 1999; Aversano et al. 2013). Houve sugestbes de
produzir quimeras para combinar caracteres Uteis das formas silvestres e cultivadas (e.g. resisténcia
da planta hospedeira a insetos encontrados no tecido epidermal), mas resultados praticos, isto é que
pudessem ser cultivados amplamente, ainda ndo foram alcancados (Goffreda et al. 1990;
Marcotrigiano, Gradziel 1997; Burge et al. 2002; Nassar; Ortiz 2010).

Quimeras interespecificas foram documentadas por alguns autores (Stewart et al. 1972;
Kaddoura Mantell 1984; Zhou et al. 2002; Chen et al. 2006; Zhang et al. 2007). Elas surgiram de
brotos adventicios formados na unido entre o enxerto e o porta-enxerto, em condi¢cdes de campo ou
por cultura de tecidos para diferentes propdsitos, mas ndo para formacéo de variedades vantajosas, e
por isso também sem valor econémico significativo (Goffreda et al. 1990; Marcotrigiano, Gradziel
1997; Burge et al. 2002; Chen et al. 2006).

Em artigo anterior relatou-se uma quimera periclinal altamente produtiva formada pela
variedade de mandioca UnB 201 e M. fortalezensis (Nassar; Bomfim 2013). No presente artigo, nés
relatamos a sintese de uma quimera periclinal envolvendo outra variedade de mandioca, a UnB 032,
com a espécie silvestre M. fortalezensis, as quais também diferem em nivel de ploidia. N6és usamos a
variedade UnB 032, por ser conhecida por sua qualidade de consumo e moderada produtividade,
mas que é susceptivel a brocas e vulneravel a seca; e a espécie silvestre Manihot fortalezensis que
mostra alguma resisténcia & broca e se adapta bem a seca por causa de suas raizes profundas
(Nassar et al. 2010).

Material e métodos
Material vegetal

A variedade de mandioca UnB 032 e a espécie silvestre M. fortalezensis foram utilizadas para
induzir quimeras interespecificas. UnB 032 é diploide (2n=36), arbusto baixo com 2m de altura, e
producéo de 2 a 3 Kg ano™, enquanto M. fortalezensis € uma espécie triploide (2n=54) nativa da
Caatinga, onde seca ocorre frequentemente. Essa espécie apresenta habito arbustivo ereto, ca. 4m
com raizes fibrosas profundas. Ambas sdo mantidas na Cole¢&o da Universidade de Brasilia (UnB).

Amostras para determinar o genétipo de cada camada foram coletadas de 9 plantas clones.
Elas foram replicadas por estacas advindas da planta quimera (surgida da regido de fusdo entre
enxertos da UnB 032 e M. fortalezensis) e das espécies parentais (UnB 032 e M. fortalezensis).

Todos as plantas clones foram plantadas na mesma semana, e cultivadas sob sol.
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Sintese da Quimera (Fig.7)

Caules de M. fortalezensis foram enxertados sobre 40 porta-enxertos da UnB 032. Foram
feitos enxertos do tipo garfagem em bisel. Dois meses depois , um corte paralelo a unido dos
enxertos foi feito deixando 5 mm da parte superior do enxerto. A unido foi coberta com algodao
umedecidos com 4 gotas de 10mg/L de acido naftaleno acético por 7 dias (adaptado de Kaddoura;
Mantell, 1991). No fim da estacdo de crescimento, os brotos que exibiam caracteres morfoldgicos
distintos foram vegetativamente propagados para reconhecimento dos tecidos constitutivos. A
morfologia dos frutos, folha e raiz; meiose nos botdes florais e mitose nas pontas de raizes, as
seccdes transversais do peciolo e secc¢des longitudinais dos apices caulinares foram analisadas para
determinar a constituicdo de cada camada. As raizes derivadas de quimeras foram comparadas as
dos pais.

M. fortalezensis

Mandioca
UnB 032

Quimera

ol

; ¥
%

2 »l» =y _)i

Brotagdo na Propagacdo )
regido de fusdo entre os para avaliagdo comparativa
enxertos

04

Tratamento com
ac. naftaleno acético
10ma/L

Remocgdao da parte
superior do enxerto
com corte pareio a

regido de fusao

Enxertia

Figura 7 Formacgdo da quimera a partir da enxertia. Esquema representando os passos para formacao
e estabelecimento do experimento

Caracterizagdo morfoldgica

Nove plantas com 12 meses de idade foram caracterizadas usando descritores distintivos
como habito de crescimento, caracteristicas foliares, da inflorescéncia, frutos e raizes, as quais sao
utilizadas para distinguir mandioca (M. esculenta) das espécies silvestres de Manihot (Nassar et al.
1996; Rogers; Appan 1973).

Analise citogenética

Botdes e flores pré-antese masculinas de ambos os parentais e suas quimeras derivadas
foram coletados &s 8 h a.m. (Horario de verado brasileiro), fixadas em solucao de carnoy, preservadas
em etanol 70%, esmagadas e corados em solucédo de carmina em acido acético a 1 %. Pontas de
raizes foram coletadas de raizes adventicias (germinadas de estacas), pré-tratadas com 0,25% de
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colchicina em agua destilada por 2h, fixadas em solugdo de carnoy, hidrolisadas em HCI 5N por 10
min, esmagadas e secas antes de serem coradas com 5% Giemsa ( adaptado de Carvalho; Guerra,
2002).

Avaliacdo anatdémica

Meristemas apicais caulinares (MAC), peciolos e laminas foliares foram analisadas para
deduzir a constituicdo das camadas meristematicas da quimera. Os apices meristematicos
apresentam uma organiza¢do em trés camadas, denominadas L1 (a mais externa), L2 (a camada
subsequente) e L3 (a mais interna) (Marcotrigiano 1997). Seccdes longitudinais de MAC,
transversais de peciolos e raizes; e paradérmicos de folhas do 6° n6 foram avaliados. Todas as
amostras foram fixadas em solugéo de FAA 70 (Formaldeido, Acido acétido e etanol 70% , 1:1:18,
v/v) (Johansen 1940) e montadas em resina sintética apos coloragéo e seccionamento (Paiva et al.
2006). MAC foi infiltrado por parafina, secionado em 8 pm em micrétomo rotativo RM2145 (Leica,
Germany) e corado com safranina e fast-green (Kraus; Arduin 1997). A superficie da lamina foliar foi
liberada em solugcé@o de perdxido de hidrogénio e acido acético (1:1, v/v) e corados com safranina a
1%. As raizes foram seccionadas a méo livre e tratadas com solu¢do iodada lugol (Johansen 1940).
As imagens dos tricomas foram feitas em microscépio eletrénico de varredura JEOL JSM 700 1-F,
apos cobertura com ouro no metalisador Leica EM SCD.

Os atributos epidérmicos, formato de células epidérmicas comuns, tricomas, comprimento dos
estdmatos e largura das células epidérmicas comuns foram utilizadas para deduzir a origem de L1,
uma vez que sdo derivados dela (Goffreda et al. 1990; Burge et al. 2002). Pelo menos 4 plantas
clones foram amostradas para avaliacdo destes atributos, sendo 5 plantas para avaliacdo do
comprimento dos estdmatos . Comprimento estomatico e frequéncia de tricomas foram determinadas
em folhas frescas do 42 e 62 nd, com base nas impressofes das faces abaxiais em esmalte; enquanto
a largura das células do peciolo foram medidas em folhas frescas do 6° né. O tamanho e distribuigao
dos graos de amido foram avaliados em raizes com 3 cm de didmetro de duas plantas com 12 meses
de plantadas para avaliacdo do potencial alimenticio.

As fotos foram tiradas sob microscépio 6tico (Leica DM2500, Germany). Apices caulinares

foram fotografados usando contraste interferencial de fase.

Producéo de raizes
O peso das raizes foi medido para estimar o potencial de produgdo da Quimera 3. Foram

pesadas todas as raizes de duas plantas clones com 12 meses.
Anédlise estatistica

As medidas foram tiradas usando-se Image-Pro Plus version 4.5.29 e as andlises estatisticas

foram feitas com o software Assistat 7.6 beta. A variagcdo de comprimento estomatico, largura das
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células epidérmicas e corticais do peciolo foram analisadas usando a analise de variancia (ANOVA) e

o teste de Tukey (P=0,05) para comparar as médias.

Resultados e Discusséo
Potencial de produc¢do da Quimera

A quimera mostrou um fenétipo distinto dos pais, e foi classificada como periclinal por

apresentar caracteristicas uniformes em toda a planta. Alguns caracteres eram distintos das espécies

parentais, M. fortalezensis e M. esculenta UnB 032, tais como altura, ramificacéo, formato das folhas,

das asas dos frutos e das raizes (Tab. 1), o que sugerimos ser um resultado da combinacgéo entre as

duas espécies.

Tabela 2 Caracterizacdo morfolégica da Quimera 3 comparada &s espécies parentais Manihot
fortalezensis e M. esculenta da variedade UnB 032.

M. fortalezensis (FFF)

Quimera 3 (EFF)

Mandioca Variedade UnB
032 (EEE)

Habito, Caules

Folhas

Inflorescéncia

Frutos

Raizes!

Arbusto ereto normalmente
solitario, ca. 8m, 7-10cm
didmetro, ramificacOes
eretas e dicotoma apenas
na parte apical. Caules
jovens  vermelhos.  Nos
levemente proeminentes, e
cicatrizes da estipula nao
proeminentes.

Folhas 3,5 ou 7 lobos,
normalmente peltadas, face
adaxial verde clara e face
abaxial verde glauca. lobos
centrais muito obovados
com apice apiculado.
Comprimento do peciolo 10-
25 cm.

Inflorescéncia em panicula
com 2 ramos laterais saindo
da mesma base, com flores
pistiladas na panicula
central. Comprimento das
flores 15 mm. Ovaries nao
alados.

Frutos globosos ndo alados,
exceto na base, onde sao
discretas e lisas, com
pedinculo formando um
globo préximo ao fruto.
Raizes alcancando 1,5 m.
Predominantemente
estreiras e fibrosas, com no
maximo 2,5 cm de diametro.

'Plantas com 12 meses de plantadas.

Arbusto semiereto ca.
4m, 1-2 caules centrais
saindo da mesma base,
2-5cm diametro,
ramificacbes semieretas,
dicétoma e tricotoma.
Caules jovens roxos.
Parte superior dos caules
jovens tetragonal. Nos e
cicatrizes das estipulas
proeminentes.

Folhas palmadas com 1-7
lobos, normalmente com 5
lobos, brevi-peltados,
faces abaxiais e adaxiais
verde escura. Lobos
centrais obovados com
apice apiculado.
Comprimento do peciolo
10-40 cm.

Inflorescéncia em
panicula com 2-3 ramos
laterais saindo da mesma
base. Comprimento das
flores 14 mm. Ovarios
alados.

Frutos globosos com
asas discretas e lisas em
todos o fruto, com
pedinculo formando um
globo préximo ao fruto.

Raizes tuberosas
cilindricas com até 90 cm
de comprimento.
Predominantemente
tuberosas com 5 cm
diametro e periderme
creme.

Arbusto ereto ca. 2m, 2-3
caules centrais saindo da
mesma base, 1 -5 cm
diametro, caule ereto,
ramificacdo dicétoma e
tricdtoma. Caules jovens
vermelho esverdeado. Nos
e cicatrizes das estipulas
pequenos e proeminentes.

Folhas palmadas com 1-5
lobos, emarginadas, Faces
abaxiais e adaxiais verde
escuras. Lobos centrais
oblongos-lanceolados com
apice acuminado.
Comprimento do peciolo
7-30 cm.

Inflorescéncia em panicula
com 2-3 ramos laterais
saindo da mesma base.
Comprimento das flores
9mm. Ovarios alados com
asas vermelhas.

Frutos semiesférico com
asas onduladas em todo o
fruto, e pedunculo
engrossado.

Raizes tuberosas conicas
com 30 cm de
comprimento.
Predominantemente
tuberosas com 7 cm de
diametro (na base).
Periderme creme clara.
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A Quimera 3 mostrou ser mais vigorosa que ambas espécies parentais, pois produziu raizes 7
vezes maiores que as da mandioca (UnB 032), enquanto a espécie silvestre M.fortalezensis ndo
produziu raizes tuberosas. As raizes da quimera aos 12 meses sao longas, tuberosas e pesam 14 Kg
por planta, enquanto as raizes da variedade de mandioca UnB 032 apesar de tuberosas, sao curtas e
pesam apenas 2.1Kg por planta com a mesma idade. Este fen6tipo demonstra ser uma combinagéo
entre as duas espécies parentais, uma vez que combina as raizes longas de M. fortalezensis e
tuberosas da variedade UnB 032 (Figura 8), sendo que a espécie silvestre produz raizes fibrosas, i.e.
nado tuberosas, e a mandioca (UnB 032) nado produz raizes longas. Este novo fenétipo pode ser
atribuido a interacdo epigenética entre as espécies, isto é dos tecidos internos triploides de M.
fortalezensis e com os tecidos epidermais diploides da mandioca, UnB 032, que coexistem na
guimera. Recentemente, foram relatadas alteragbes epigenéticas causando mudangas fenotipicas
como a altura das plantas (Johannes et al. 2009). Estas alteracbes epigenéticas se mostraram
estaveis e herdaveis. AlteracGes epigenéticas semelhantes foram observadas em plantas onde duas
espécies coexistiam no mesmo individuo. Estas altera¢gBes ocorreram na metilacdo de DNA em locus
especificos e foram atribuidas a interagdo entre espécies (Wu et al. 2013). Mudancas fenotipicas,
como a heterose comum em hibridos, e as notadas em enxertos, conhecidas por "graft hybridization",
foram relacionadas a alteracdes epigenéticas, a qual sugerem contribuir para elucidar os mecanismos
e os loci determinantes de fenétipos (Tsaftaris et al. 2008; Johannes et al. 2009; Wu et al. 2013).

O aumento expressivo no peso das raizes da quimera demostra seu grande potencial de
aumento da produtividade e pode ser verificado a partir de um estudo detalhado de produtividade.
Além disso, o porte aéreo vigoroso a faz Gtil para utilizagdo como para cobertura, o que é de especial
importancia na integracdo com outros cultivos em sistemas agroflorestais, sistema muito utilizado

para producdo de mandioca em pequenas propriedades.
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Figura 8 Planta inteira e raizes da Quimera 3 (centro) comparada as espécies parentais M.
fortalezensis (esq) e M. esculenta da variedade UnB 032 (dir.): A:Arbusto ereto normalmente solitario,
ca. 8m. B. Quimera 3: Arbusto semiereto ca. 4m, com ramificagdo. C. UnB 032: Arbusto ereto com
ramificagdo ca. 2m.

A andlise anatdmica das raizes comprovou a constituicdo tuberosa em Quimera 3 , isto é
xilema essencialmente composto por células parenquiméticas cheias de amido, com distribuicdo e
formato similares aos da variedade de mandioca UnB 032, exceto nas pequenas por¢cbdes de
parénquima axial. O formato dos gréos € circular, e o diametro médio é menor que na variedade UnB
032: graos pequenos, 6.4 + 2.6 um, enquanto UnB 032 possui grdos médios com 15.3 + 4.4 pm,
seguindo-se a classificacdo de Lindeboom et al. 2004. Este menor tamanho dos grdos de amido da
Quimera 3 sao, além de muito palataveis, apropriados para uso em materiais biodegradaveis e papéis

finos, pois permitem uma hidrélise rapida (Lindeboom et al. 2004).

Tabela 3 Diametro dos graos de amido da Quimera 3 comparada a variedade de mandioca UnB 032.
Média seguida de desvio padrédo , didmetros minimos e maximos.

Diametro (um)

Média Minimo Maximo
Quimera 3 6,4 +26 2.8 11,9
UnB 032 15,3 +44 7,6 23,4
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Identificac&o dos tecidos quimerais

Meristema apical caulinar

Uma quimera vegetal € um mosaico com células genotipicamente diferentes no meristema
apical (Marcotrigiano 1997). O meristema apical da Quimera 3, ndo apresentou diferenca de tamanho
entre as camadas (Figura 9 A,B,C), o que é coerente com a pouca diferenca de nivel de ploidia entre
elas (apenas 1n). Todas as camadas apresentaram o mesmo tamanho, o qual era semelhante ao de
M. fortalezensis. Isso é esperado, uma vez, que o controle do tamanho das células da camada L1 ndo
€ autdbnomo, isto € depende do tamanho das células das camadas adjacentes (Savaldi-Goldstein et
al. 2007; Marcotrigiano 2010).

Determinacdo da constituicdo da camada L1 através da investigacdo morfologica e anatdmica

de células epidérmicas

A ocorréncia de asas nos frutos permitiu determinar a constituicdo da camada L1 (Tabelal),
por que essa "caracteristica diagnéstica" pertence a mandioca (Rogers; Appan 1973; Nassar et al.
1996).

Adicionalmente, caracteristicas epidérmicas tais como formato, em vista paradérmica, e a
largura das células comuns; a ocorréncia de tricomas e o comprimento dos estébmatos foram
utilizados para determinar a constituicdo da camada L1, uma vez que sdo derivadas desta (Tabela 4)
(Evert 2006; Satina et al. 1940; Goffreda et al. 1990; Marcotrigiano 2010)

O formato das células epidérmicas comuns, em vista paradérmica, se mostrou idéntico ao da
variedade de mandioca UnB 032 e diferente do encontrado na espécie M. fortalezensis (Figura
9D,E,F), indicando a presenca da variedade UnB 032 na epiderme.

Os tricomas foram encontrados apenas na variedade parental, UnB 032 (Figura 9G, H, 1). J&
na Quimera 3 haviam tricomas dispersos pela lamina e sobre as nervuras, assim como a variedade
UnB 032, o que denota a presenca de tecido de UnB 032 na epiderme. No entanto, os tricomas
estavam presentes em menor frequéncia na Quimera 3, o que demonstra uma provavel interacéo da
epiderme da mandioca com os tecidos internos da espécie nao pubescente M. fortalezensis.

O comprimento dos estdbmatos na face abaxial foliar e a largura das células epidérmicas do
peciolo mostraram tamanhos intermediarios aos das espécies parentais M. fortalezensis e M.
esculenta (UnB 032), o que condiz com os tamanhos das células meristematicas do apice caulinar,
uma vez que ndo foram observadas diferencas entre o tamanho das camadas. A ocorréncia de
tamanhos intermediarios em células da epiderme pode ser atribuida a interacdo de tecidos das
espécies, isto é dos tecidos triploides internos e diploide externo, pois o tamanho das células da
epiderme é controlado também pelos tecidos internos (Savaldi-Goldstein et al. 2007; Marcotrigiano
2010).
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M. fortalezensis Quimera 3 UnB 032

Figura 9 Caracteristicas anatdbmicas da Quimera 3 comparada as espécies parentais: Manihot
fortalezensis e M. esculenta variedade UnB 032. A, B, C: Meristema apical caulinar. Nenhuma
diferenca de tamanho entre camadas e tamanho semelhante ao de M. fortalezensis. D, E, F: Vista
paradérmica da lamina foliar, formato das células da Quimera 3 semelhantes a UnB 032. Estbmatos
de tamanho intermediario aos dos parentais.G,H,l: Tricomas sobre as nervuras centrais. Quimera 3
apresenta tricomas assim como na UnB 032. J, K, L: Vista transversal do peciolo. Células
epidérmicas comuns de largura intermediaria a dos parentais, todos possuem cuticula espessa.
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Tabela 4 Caracterizacdo da epiderme foliar (limbo e peciolo) da Quimera 3 comparada as espécies
parentais: Manihot fortalezensis e M. esculenta (variedade UnB 032), no 6° ndé (comprimento do
estbmato, n=5; largura das células do peciolo: n=4).

M. fortalezensis (FFF) Quimera 3 (EFF) ‘ Variedade UnB 032 (EEE)
gelfullis epidérmicas Células grandes com Células de tamanho Células pequenas com
Tgmoanio e forma paredes anticlinais média com paredes paredes anticlinais
(Fig. 9 D.E,F) sinuosas. anticlinais regulares. regulares.
Comprimento do
estbmato * 18.10 um £ 1.643 a 17.54 ym + 2.167 ab 1473 um £ 1.103 b

(Fig. 9 D,E,F)

Tricomas sobre a

lamina foliar Ausente Baixa frequéncia Alta frequéncia
(Fig. 9 GH,)

Quimera 3 e as espécies parentais mostraram epiderme nao estratificada com
Epiderme do peciolo paredes celulares e cuticula espessas. As espécies diferiram apenas em formato

e largura.
Células tabulares a ovais
Formato da célula . frequentemente Qélu]as ovais a Células isodiamétricas
intercaladas por células isodiamétricas.
isodiamétricas.
'gglrj:rsa* das 24 um + 4.636 a 19,57um * 2.5298 ab 14,96 ym + 1.4212 b

Tanto Quimera 3 como as espécies parentais tem tecido parenquimatico
intercalado por tecido colenquimatico lamelar, com o mesmo numero de camadas
celulares (4-7 no parénquima mais externo, 3-5 no colénquima e parénquima
Cértex do peciolo interno). Diferenga entre a quimera e os parentais foi notada no tamanho e
formato das células do parénquima mais externo, e contetido do parénquima
mais interno: ocorréncia menos frequente de drusas de oxalato de célcio no
paréngquima mais interno de M. fortalezensis.

Parénquima mais

externo
Formato da
célula Célula oval Célula oval Célula isodiamétrica
Largura da 2970 ym+ 1.23 a 21.93 um +0.46 b 18.60 pm +0.39 b
célula*
Colénquima
Largura da celula 20.37 ym +4.647 a 13.79 um £1.697 b 13.16 um £1.7291 b
*
Parénquima mais
interno
Largura da 3298 um +2.98 a 30.42 ym + 3.568 a 28.95 um + 0.9115 a
célula* Drusas de oxalato de Drusas de oxalato de Drusas de oxalato de
célcio pouco frequente célcio frequentes. célcio frequentes.

Conteldo celular

Ha diferentes frequéncias de graos de amido e de drusas de oxalato de célcio

Endoderme 4
entre as espécies.
Graos de amido e drusas | Graos de amido raros e ~ .
, P Gréaos de amido e drusas
Conteldo celular de oxalato de calcio drusas de oxalato de .
. o de oxalato de calcio raros.
muito frequentes célcio frequentes.
Fibras periciclicas Fibras poligonais frequentemente gelatinosas
Feixes bicolaterais dispostos em anel, com laticiferos facilmente notaveis em M.
Feixe vasculares fortalezensis. Houve diferenga no contetido das células parenquiméticas do
floema.
Conteldo celular Drusas ausentes Drusas ausentes Drusas raras
Numero de feixes
8 9all 9e10
vasculares
Xilema A quimera e as espécies parentais possuiam xilema compostos por vasos do

mesmo diametro, mas com nimero variado de raios de elementos de vaso
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Raios de
elemento de 7al0 6a8 5a8
vasos do xilema

Células poliédricas contendo graos de amido e drusas de oxalato de calcio

Medula . . o ,
préximo aos feixes, diferindo apenas em contetido celular.
Graos de amido Graos de amido Graos de amido raramente
, frequentes raramente notados notados
Conteudo celular
Drusas raramente Drusas frequentemente
Drusas ausentes
notadas notadas

* Medias e desvio padrdo . Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significante entre medias
de acordo com o Testede Tukey (PO 0. 05) .

Constituicdo das camadas L2 e L3 elucidada pela andlise citogenética

Contagens cromossdmicas nos gametas permitiram determinar a constituicdo da camada L2,
pois eles geralmente sdo derivados desta camada (Satina et al. 1940; Goffreda et al. 1990). As
contagens metafasicas em células mae do pélen mostraram 2n=54 na Quimera 3, assim como em M.
fortalezensis (Figura 10A e B). Enquanto na mandioca, UnB 032, era 2n=36 (Figura 10C). Portanto,
deduziu-se que esta camada é constituida por M. fortalezensis.

A contagem cromossdmica em pontas de raizes adventicias permitiu determinar a
constituicdo da camada mais interna L3, porque essas raizes se originam do periciclo derivado a
partir da camada L3 (Evert 2006; Medina et al. 2007; Bomfim et al. 2011). Nessa contagem, foram
notados 54 cromossomos, 0 que confirma a mesma ploidia da espécie silvestre parental M.

fortalezensis.

Figura 10 Namero cromossémico na Quimera 3 (centro) comparado as espécies parentais
Manihot fortalezensis (esquerda) e M. esculenta (direita), ao lado dos respectivos croquis. A, B,
C: Metafase | em células mae do polen (derivadas da camada L2); D.:Metafase em célula
meristemética da ponta de raiz (derivada da camada L3). Marcas azuis: bivalentes; pretas e
vermelhas: univalentes. Barra: 20 pm.

Com base nessas analises, a constituicdo da Quimera 3 foi definida como EFF, o que
representa L1, L2 e L3, respectivamente, sendo "E" para M. esculenta UnB 032, e "F" para M.
fortalezensis. Julgando pela uniformidade de caracteres em toda a planta, deduziu-se que esta
quimera apresenta um arranjo periclinal, onde toda a epiderme é constituida pela mesma espécie, M.

esculenta.
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