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RESUMO

Dentre as principais fontes de carboidratos do mundo para alimentagdo
humana e animal encontra-se a mandioca. Consumida in natura ou processada,
como alimento ou produtos industrializados. Varias técnicas se aplicam ao
cultivo da mandioca, visando ao melhoramento, a exemplo do uso de
marcadores moleculares e do estudo anatémico. O presente trabalho é composto
por dois experimentos. No primeiro ensaio, o DNA foi amplificado com 14
primers microssatélites, dos quais 12 foram polimorficos e amplificaram um
total de 26 alelos com dois a quatro alelos por loco. Os produtos da amplifica¢ao
foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida. A similaridade
genética foi estimada pelo coeficiente de Dice e a analise de agrupamento pelo
método UPGMA, utilizando-se o programa NTSYS e os parametros de
diversidade foram obtidos pelo programa POPGENE. O coeficiente de
similaridade variou de 0,16 a 0,96. A heterozigosidade média observada foi de
0,18 e a esperada de 0,46. Conclui-se que o marcador SSR foi eficiente no
estudo da diversidade genética entre os acessos estudados. No segundo ensaio,
folhas completamente expandidas de 13 genétipos de mandioca foram coletadas
e analisadas quanto as modificagcdes quantitativas em microscopia optica. Os
genotipos apresentaram grande plasticidade anatdmica para a maioria dos
tecidos foliares e as modificagdes ocorreram nas caracteristicas estomaticas, na
espessura dos tecidos, no floema e no xilema. Os genotipos UFLA E, IAC 14 e
UFLA J se caracterizam por apresentarem adaptabilidade as condigdes xéricas e
os demais genotipos as condigdes mesoOfitas. Sendo assim, os gendtipos
apresentam caracteristicas desejaveis para diferentes condigdes ambientais.

Palavras-chave: Variabilidade genética. Plasticidade anatomica. Microssatélites.
Anatomia quantitativa.



ABSTRACT

Cassava is found among the main sources of carbohydrates in the world
for both food and feed. Consumed both fresh and processed as food or as
industrialized products. Various techniques intended to improve the cultivation
of cassava have been applied, such as the use of molecular markers and the
study of anatomy. This work consists of two experiments. In the first
experiment, DNA was amplified 14 microsatellites primers, of which 12 were
polymorphic and amplified a total of 26 alleles with two to four alleles per loci.
The amplification products were separated by polyacrilamide gel
electrophoresis. The genetic similarity was estimated by Dice coefficient and
cluster analysis by UPGMA, using the NTSYS program. The diversity
parameters were achieved using the POPGENE program. The similarity
coefficient ranged from 0.16 to 0.96. The average of observed heterozygosity
was 0.18 and 0.46 for expected heterozygosity. One can conclude that the SSR
marker was efficient in the study of genetic diversity among the accessions
studied. In the second experiment, fully expanded leaves of 13 cassava
genotypes were collected and analyzed for quantitative changes under optical
microscopy. The genotypes showed great anatomical plasticity for most of the
leaf tissue, and the changes occurred in stomatal characteristics, thickness of
tissues and in the phloem and xylem. Genotypes UFLA E, IAC 14 and UFLA J
are characterized by presenting adaptability to xeric conditions and other
genotypes to mesophytes conditions. Thus, the genotypes show desirable
characteristics for different environmental conditions.

Keywords: Genetic variability. Anatomical plasticity. Microsatellites.
Quantitative anatomy.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A mandioca, juntamente com o milho, a cana-de-aguicar ¢ o arroz,
constituem as fontes de energia mais importantes das regides tropicais do
mundo. Originaria da América do Sul (OLSEN; SCHAAL, 2001), a mandioca
foi domesticada por povos pré-colombianos e, desde entdo cultivada,
extensivamente, em zonas tropicais e subtropicais do Continente.

E o quarto produto basico mais importante depois do arroz, trigo e milho
e ¢ um componente fundamental na dieta de mais de 500 milhdes de pessoas
(EL-SHARKAWY, 2006). O principal produto econdmico sdo suas raizes,
porém, as folhas possuem excelente potencial, sendo utilizadas no Brasil, Africa
e Asia, servindo para alimentacio humana e animal.

A cultura apresenta grande diversidade genética, que origina
continuamente uma infinidade de novos genotipos. No Brasil, existe uma ampla
variabilidade genética, mantida em colegdes de trabalho e bancos de
germoplasma distribuidos em todo o pais (FUKUDA; COSTA; SILVA, 2005).
O banco de germoplasma de mandioca da Universidade Federal de Lavras
(UFLA) ¢ composto por variedades comerciais e por acessos cedidos pela
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, que podem ser avaliados quanto a
diversidade genética por métodos moleculares ¢ por meio da anatomia foliar
como subsidio para programas de melhoramento da Universidade.

Os aspectos anatdomicos da mandioca sdo, ainda, pouco estudados, com
escassos trabalhos e os com plantas do género demonstram que os tipos de frutos
podem variar em relagdo as diferentes espécies quanto a esclerificagdo e
deiscéncia (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2009). Modificagdes na anatomia foliar

foram detectadas em diferentes cultivares de mandioca, promovendo diferencas
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na taxa fotossintética, por modificar a relagdo area do mesofilo/area foliar, que
pode modificar a difusdo do CO, (EL-SHARKAWY; COCK; PORTO, 1989).
Em diferentes cultivares de mandioca foi demonstrado plasticidade para a
anatomia foliar, exibindo diferencas nas caracteristicas estomaticas, como a
densidade, que pode indicar cultivares em potencial para a resisténcia a seca
(CERQUEIRA, 1992).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar a diversidade
genética ¢ a anatomia foliar de acessos de mandioca pertencentes ao banco de

germoplasma da Universidade Federal de Lavras.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A mandioca (Manihot esculenta Crantz)

2.1.1 Origem, domesticacao e diversificacio

A origem e domesticagdo da mandioca ha muito ¢ discutida, e a maior
parte dos estudos indica os tropicos baixos, entre América do Sul e México.
Estudos mais recentes apontam os estados de Tocantins, Goids, Mato Grosso,
Rondoénia e Acre como possiveis regides brasileiras de domesticacdo da
mandioca (ALLEM, 1987; OLSEN; SCHAAL, 2001). Os conhecimentos
suscitados nos ultimos anos levaram Allem (1987, 1999) a sugerir os possiveis
ancestrais da mandioca: Manihot esculenta Crantz ssp. flabellifolia (Pohl) e
Manihot esculenta Crantz ssp. peruviana (Mueller Argoviensis).

Carvalho e Schaal (2001), estudando aspectos genéticos e filogenéticos
de Manihot esculenta ssp. esculenta, Manihot esculenta ssp. flabellifolia e
Manihot pilosa, confirmaram a proximidade genética entre Manihot esculenta
ssp. esculenta e Manihot esculenta ssp. flabellifolia e o distanciamento destas de
Manihot pilosa. Olsen (2004) e Olsen e Schaal (2001) realizaram estudos
visando esclarecer a origem da mandioca, nos quais avaliaram caracteristicas
morfologicas, geograficas e filogenéticas. Nestes estudos foram utilizados os
marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) e SSR (Single Sequence
Repeats). O estudo propos que a espécie se originou no Sul da Amazoénia e que
Manihot esculenta ssp. flabellifolia é a ancestral da espécie cultivada. As tltimas
pesquisas, envolvendo taxonomia e biossistematica, convergem ao consenso de
que a mandioca descende de Manihot flabellifolia (ALLEM, 2002; OLSEN,
2004). Magoon, Khishman e Bai (1969) sugerem que as espécies do género
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Manihot sdo alotetraploides derivados de duas espécies diploides seguidas de
duplicagdo cromossomica.

A mandioca é uma espécie domesticada por povos pré-colombianos,
visando a produgdo de raizes comestiveis. A domesticagdo ocorreu,
simultaneamente, em varias areas e, apos o descobrimento da América, houve
uma rapida dispersdo da espécie. No século XVI, os espanhdis e portugueses a
introduziram na Asia e Africa, onde se desenvolveu com sucesso e, hoje, o
continente africano ¢ considerado um centro secundario de diversidade
(LEFEVRE, 1989).

Sua diversificagdo esta concentrada, principalmente, na América Latina
e Caribe, em que, aproximadamente, 8.500 acessos sdo mantidos em colegdes
por todo o mundo, dos quais 7.500 encontram-se na América do Sul (COSTA;
MORALES, 1994). Acredita-se que a maioria desses acessos seja formada por
etnovariedades cultivadas em agricultura tradicional (MUHLEN; MARTINS;
ANDO, 2000). O maior centro de diversidade do género Manihot se encontra no
Brasil, em que ocorre cerca de 70% das espécies desse género (ROGERS;

APPAN, 1973).

2.1.2 Aspectos botanicos e taxonémicos

A mandioca pertence a classe das Eudicotiledoneas, a ordem
Malpighiales, a familia Euphorbiaceae e ao género Manihot. Neste género ja
foram identificadas mais de 200 espécies (LORENZI; SOUZA, 2005). Dentre as
espécies podemos citar: Manihot esculenta, Manihot esculifolia, Manihot
anomala, Manihot caerulescens, Manihot glaziovii, Manihot carthaginensis,
Manihot pilosa, Manihot tristis, Manihot chlorosticta, dentre outras. A espécie
Manihot esculenta é a unica cultivada, comercialmente, para a produgdo de

raizes comestiveis (DOMINGUEZ; CEBALLOS; FUENTES, 1982).
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E uma cultura de ciclo bianual, mas, geralmente, é colhida como anual
aos 10-11 meses de idade. Basicamente toda parte da planta pode ser utilizada.
O amido das raizes é uma fonte de energia e pode ser fervida ou processada de
diferentes formas para o consumo humano e para diferentes propositos
industriais, tais como alimentagao animal ou alcool (CEBALLOS et al., 2006).

As folhas sdo simples e deciduas, inseridas no caule em disposi¢ao
alterno-espiralada, sua coloragdo varia entre verde, amarelo e roxo. Sao
constituidas de peciolo e limbo. O peciolo apresenta comprimento e coloragao
variaveis. O limbo ¢ partido, originando l6bulos em numero de trés a onze, com
forma, largura, bordos, cor e comprimento variaveis (CEBALLOS; CRUZ,
2002; CONCEICAO, 1987; SILVA, 2000). As folhas ndo sdo amplamente
exploradas, apesar do alto valor nutritivo (BABU; CHATTERIJEE, 1999) e seu
uso na alimenta¢do humana é, relativamente, comum em certos paises da Africa,
Asia e América Latina, devendo, entretanto, serem previamente submetidas ao
cozimento ou secagem, para eliminagdo do principio toxico.

O caule ¢ subarbustivo ereto, podendo ser indiviso no ciclo vegetativo e
ramificado no ciclo reprodutivo. Quando adulto, é lenhoso, quebradico,
apresenta nos salientes e ramificagdes. Sua coloracdo ¢ variada, indo do
castanho ao prateado (CEBALLOS; CRUZ, 2002; CONCEICAO, 1987; SILVA,
2000). Quando ferido, libera um latex branco e leitoso que, em contato com o ar,
coagula, tornando-se pardacento. Em algumas espécies como Manihot
caerulescens, o latex é amarelado, podendo se tornar cor de abdbora, quando
coagulado. As espécies Manihot dichotoma e Manihot glaziovii produzem latex
em grande quantidade, o qual ¢ extraido de forma comercial para produgdo de
borracha no nordeste brasileiro (CARVALHO; FUKUDA, 2006).

O sistema radicular apresenta raizes tuberosas, ricas em fécula, com
tamanho e formato variados, podendo ser: cilindricas, conicas e globosas. Seu

numero, também, ¢ variavel, podendo ocorrer de 5 a 20, porém, em média ocorre
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de 5 a 12, dependendo da cultivar. Independente da forma pode ocorrer raizes
tortuosas, com estrangulamentos e, ainda, providas de ramificacdo lateral,
caracteristicas indesejaveis para a industria. O tamanho ideal para fins
industriais é de cerca de 30 a 40 cm, sem defeitos e dotadas de caracteristicas
para os fins a que se destinam. Sua polpa pode ser branca, amarela, creme e
rosada, sendo a branca a mais frequente (CEBALLOS; CRUZ, 2002;
CONCEICAO, 1987; SILVA, 2000).

As inflorescéncias sdo do tipo racemo ou panicula. As flores masculinas
(estaminadas) sdo menores € em maior nimero, localizam-se na parte superior
das inflorescéncias, ndo apresentam corola e o calice ¢ formado por cinco
sépalas de coloracdo amarelada. Apresentam, ainda, dez estames divididos em
dois anéis concéntricos. As flores femininas (pistiladas) sdo maiores € em menor
numero que as masculinas, localizam-se na base das inflorescéncias, apresentam
cinco tépalas, ovario stpero trilocular, com estilo curto e estigma com trés lobos
estigmaticos. O fruto ¢ uma céapsula do tipo tricoca, com uma a trés sementes,
possui 1,5 cm de comprimento, sofre ataque das moscas das frutas e apresenta
deiscéncia natural. As sementes sdo carunculadas (CEBALLOS; CRUZ, 2002;
CONCEICAO, 1987; SILVA, 2000).

A espécie ¢ monoica, aldgama e protoginica, com flores femininas
abrindo aos 10-14 dias antes das masculinas na mesma inflorescéncia. A
polinizacdo pode ser feita manualmente, de forma controlada ou por polinizagdo
cruzada. A autopolinizagdo ¢é possivel, quando se usam flores masculinas e
femininas de diferentes ramos ou de diferentes plantas do mesmo genétipo

(JENNINGS; IGLESIAS, 2002).
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2.2 Importancia da cultura

A mandioca é cultivada no Brasil mesmo antes da colonizagdo. Foi
domesticada por povos pré-colombianos e desde entdo cultivada em zonas
tropicais e subtropicais do Continente Americano e, segundo dados da Food and
Agriculture Organization (FAO), ¢ cultivada em mais de 180 paises ao redor do
mundo (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS - FAO, 2009), em uma area compreendida por uma extensa faixa do
globo terrestre, que vai de 30° de latitude Norte a Sul (LORENZI, 2003).

O Brasil estd entre os maiores produtores de mandioca do mundo e ¢
responsavel por mais de 12,7% dessa produgdo. Em 2007 a area plantada no pais
ultrapassou 1,9 milhdes de hectares, com producao aproximada de 26,5 milhdes
de toneladas, com rendimento médio de 14 tha' (INSTITUTO BRASILEIRO
DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2008). O pais produz cerca de
20,9 milhdes de toneladas da raiz. A Nigéria lidera o mercado com 32,7 milhdes
de toneladas por ano. Segundo a SAGRI (Secretaria de Agricultura), ¢ uma das
culturas com maior demanda por mao-de-obra, com 2 milhdes de pessoas
integradas a cadeia produtiva. Desse modo, ¢ a terceira cultura que mais
emprega no pais, sendo responsavel por 14,2% dos empregos no campo,
perdendo somente para o milho, com 18,5%; ¢ para a cana-de-agucar, com
14,4% (MANDIOCA..., 2010).

Na distribui¢do da produgdo pelas regides geograficas do pais, a regido
Nordeste sobressai-se com uma participagdo de 36,8% da producdo, embora
apresente o menor rendimento médio (10,7 tha'). Nas demais regides, as
participacdes na producdo nacional sdo: Norte (28,7%), Sul (20%), Sudeste
(8,8%) e Centro-Oeste (6%). As regides Sul e Sudeste sdo as que apresentam o0s

melhores rendimentos, 20,4 tha' e 18,3 t.ha”, respectivamente. Os principais
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estados produtores sdo Para, Bahia, Parana, Maranhdo ¢ Rio Grande do Sul que,
em conjunto, sdo responsaveis por 60,7% da produgdo do pais (IBGE, 2008).

O principal produto econdémico sfo suas raizes, porém, as folhas
possuem excelente potencial, sendo utilizadas no Brasil, Africa e Asia, servindo
para alimentacdo humana e animal. Caracteriza-se pela grande diversidade de
uso e seus produtos podem ser utilizados na industria, principalmente,
considerando sua fécula: fermentada (polvilho), in natura (papel, baby-food,
alcool, fermento quimico, goma para tecidos e tapioca/sagu) e modificada
(papeldo, pudins, sorvetes, xarope, adocante, vitamina C e plasticos
biodegradaveis) (CEBALLOS, 2002).

E uma das mais importantes fontes de carboidratos ¢ a farinha ¢ a
principal forma de utilizagdo no Brasil. As farinhas torradas sdo consumidas
diretamente na mesa, as farinhas de raspa tém fins diversificados, como farinha
alimenticia panificavel destinando-se, também, para massas (biscoitos,
macarrdes e similares) em misturas com farinha de trigo. Na alimentacdo animal
pode ser usada a folhagem e a raiz fresca, feno da parte aérea, raspa integral ou
farinha integral, raspa residual, farelo de farinha de mesa, farinha de varredura,
silagem de mandioca (ALMEIDA; FERREIRA FILHO, 2005; MENDONCA;
MOURA; CUNHA, 2003).

Varias sdo as cultivares utilizadas, comercialmente ¢ no melhoramento
seus objetivos recaem sobre caracteres multiplos, considerando dois aspectos
importantes: o ecossistema ¢ a finalidade de exploragdo (CEREDA, 2002). O
controle e erradicacdo das doencas (PITA et al., 2001), a adaptacdo ao stress
abiotico, provocado pela seca (CACH et al.,, 2006), o aumento do valor
nutricional e a melhoria na produ¢do industrial sdo alguns dos objetivos no
melhoramento desta cultura (KAWANO, 2003).

Um dos fatores que determina a forma de aproveitamento das raizes ¢ o

contetido de compostos cianogénicos (HCN), que € variavel de uma cultivar para
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outra. As variedades com baixos teores de HCN podem ser consumidas in
natura como podem ser utilizadas para qualquer outra finalidade. As com altos
teores, s6 podem ser consumidas, depois de submetidas a processos de
destoxificagdo, sendo geralmente consumidas na forma de fécula e farinha.
Além de baixos teores de HCN, as mandiocas indicadas para mesa devem
apresentar sabor agradavel, cozimento rapido e estavel, maior qualidade da
massa cozida, maior tempo de conservacao poés-colheita e cor da polpa de raiz de

acordo com o costume da regido (MEZETTE, 2007; VALLE et al., 2004).

2.3 Melhoramento da mandioca

O melhoramento de mandioca iniciou-se no Brasil, com os trabalhos de
Zehntner (1919), no Estado de Sao Paulo. Em 1935, o Instituto Agrondmico de
Campinas (IAC) iniciou a exploracdo da variabilidade entre cultivares locais e,
em 1940 iniciou a recombinagdo por meio de cruzamentos controlados, seguidos
de selecdo para produtividade, bom padrdo culinario, baixo teor de acido
cianidrico e alto teor de matéria seca, além de resisténcia as doencas
(NORMANHA, 1971).

O melhoramento da mandioca tem se desenvolvido em diferentes
estagios, tais como: avaliacdo de variedades locais, coleta e intercambio de
germoplasma regional e global, recombinagdo e selecdo de clones e uso de
espécies silvestres para ampliar a base genética. A partir dos anos 80 a
biotecnologia tem sido aplicada para facilitar e aumentar a eficiéncia do
melhoramento. Como consequéncia, novos horizontes foram abertos para o
melhoramento da mandioca (FUKUDA; IGLESIAS; SILVA, 2003). Os
objetivos de um programa de melhoramento da mandioca sdo estabelecidos em

funcdo das demandas de producdo, processamento ¢ mercado, baseando-se na
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resisténcia a pragas e doencas e, principalmente, no incremento da produtividade
de raizes (FUKUDA; SILVA, 2002).

A cultura apresenta grande diversidade genética decorrente da facilidade
de polinizagdo cruzada da espécie, de sua alta heterozigosidade e da deiscéncia
abrupta dos frutos, que origina, continuamente, uma infinidade de novos
genotipos. No Brasil, existe uma ampla variabilidade genética de mandioca, a
qual se encontra mantida em colegdes de trabalho e bancos de germoplasma
distribuidos em todo o pais. Essa variabilidade é representada em sua maioria
por variedades locais selecionadas naturalmente ou por agricultores (FUKUDA;
COSTA; SILVA, 2005).

O germoplasma de mandioca pode ser conservado, vegetativamente, no
campo (in situ e ex situ) em laboratdrio (in vitro) ou por meio da estocagem de
sementes. No Brasil, a maioria das colegdes ¢ mantida no campo, apesar de ser a
forma mais onerosa, em consequéncia de oferecer riscos de perdas,
principalmente, por ataques de pragas. A vantagem de manter o germoplasma no
campo ¢ dispor de material para uso imediato. A conservacdo in vitro é a forma
mais efetiva e econdomica de preservar o germoplasma, permitindo manter um
elevado nimero de individuos ocupando uma pequena area. A conservagdao em
bancos de sementes ¢ menos comum, sendo utilizada, principalmente, para
algumas espécies silvestres que apresentam dificuldade de enraizamento por
estacas e que ndo sobrevivem in vitro, é usado, exclusivamente, para criar
variabilidade em programas de melhoramento (FUKUDA; COSTA; SILVA,
2005).

A caracterizacdo e avaliagdo do germoplasma sdo fundamentais. Varias
metodologias tém sido propostas, para a caracterizacdo do germoplasma de
mandioca e, mais recentemente, foi estabelecida uma padronizagdo na América
Latina, na qual consta uma nova relagdo de descritores para a caracterizacao

morfologica e agrondmica da mandioca (FUKUDA; GUEVARA, 1998).
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Segundo Costa ¢ Morales (1994), 30% dos acessos mantidos em bancos de
germoplasma de mandioca sdo duplicatas e, para reduzir esta duplicidade, o
mais indicado ¢é o estabelecimento de uma cole¢do nuclear, em que se mantém
melhor representatividade da espécie com um niimero menor de acessos.

Em decorréncia do grande numero de gendtipos cultivados
comercialmente, a grande diversidade de ecossistemas existentes e a interagao
genotipo-ambiente, ¢ dificil uma descri¢do precisa por descritores morfologicos.
Desse modo, adicionou-se a caracterizacdo morfologica, a caracterizagao
molecular, baseada, principalmente, em marcadores moleculares de DNA, a qual
tem sido muito utilizada para avaliar a diversidade genética do germoplasma
(BEECHING et al., 1993; FREGENE et al., 1994).

A mandioca reproduz-se normalmente por propagacdo vegetativa,
embora ocorra a producdo de sementes sexuais, causando diversidade genética.
Em fun¢do da ampla segregacdo, as sementes tém sido utilizadas,
exclusivamente, em programas de melhoramento genético, para criar
variabilidade (SECOND; IGLESIAS, 2000).

O melhoramento genético da mandioca fundamenta-se em técnicas e
processos que envolvem hibridagdes, as quais sdo realizadas com o uso de dois
métodos de polinizagdo: aberta e controlada. Na polinizagdo aberta, destaca-se o
policruzamento (FUKUDA; IGLESIAS, 2006). Esse método consiste em
possibilitar o intercruzamento natural entre todos os genotipos selecionados, os
quais sdo arranjados em um campo isolado para que ndo ocorra contaminagao
com poélen de plantas que ndo do campo de policruzamento.

Segundo Fukuda (1999), a taxa de cruzamento da mandioca é facilmente
manejavel, possibilitando tanto a fecundagdo cruzada quanto a autofecundacao.
Tratando-se de uma espécie cujas plantas apresentam alta propor¢do de locos

génicos em heterozigose, ocorre segregacdo ja na geracdo F,, possibilitando ao
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melhorista a execuc¢do da selecdo, mediante plantas obtidas de sementes
boténicas, ap6s algumas multiplicagdes clonais.

A variabilidade clonal, intraespecifica, na mandioca ¢ muito grande, em
razdo da alta segregagdo das progénies, caracteristicas estas fixadas pela
propagacdo vegetativa, propiciando, assim, o aparecimento de numerosas
cultivares nas regides de plantio de mandioca (SALES FILHO, 1991). A
classificacdo e identificagdo correta das cultivares se faz necessaria. O uso de
marcadores morfologicos ¢ moleculares possibilita a distingdo entre cultivares

de mandioca.

2.4 Marcadores moleculares em mandioca

A produgdo mundial da mandioca vem crescendo nos ultimos anos,
porém, o rendimento da cultura ndo acompanha esse crescimento, havendo a
necessidade de aumentar a produtividade ¢ melhorar a qualidade dos produtos
para atender as exigéncias do mercado mundial. Dentro deste contexto, os
marcadores moleculares contribuem de maneira significativa no sentido de
facilitar a selecdo de materiais promissores nos programas de melhoramento,
visando aumentar a produtividade e qualidade dos produtos obtidos, valor
proteico, resisténcia a patégenos e tolerancia a pragas. S3o de grande
importancia na caracterizacdo e identificacdo de acessos mantidos em bancos de
germoplasma, cujo objetivo principal é a manutencdo da variabilidade genética e
a utilizagdo dos mesmos (FARALDO et al., 2002).

Existem véarios tipos de marcadores, entre eles: marcadores
isoenzimaticos, marcadores de DNA (RFLP) e marcadores de DNA baseados
em PCR (microssatélites, RAPD e AFLP). A andlise de isoenzima ¢ a maneira
mais rapida e direta de avaliar, genotipicamente, muitos locos em um grande

numero de individuos. Tem sido bastante utilizada nos estudos de variagdo
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genética em mandioca. Sua aplicacdo tem sido realizada para diferentes
finalidades no género Manihot. A técnica de eletroforese de isoenzimas vem
sendo utilizada desde 1950 (SMITHIES, 1955), para estimar ¢ avaliar o grau de
variabilidade genética em populag¢des naturais, fluxo génico, hibridagdo, relagdo
filogenética.

Os marcadores de DNA permitem a identificacdo precisa do genotipo,
sem o efeito do meio ambiente, aumentando a herdabilidade. Também
contribuem para a reducdo do efeito de grandes populacdes melhoradas no
estagio de plantulas baseado no ‘critério minimo de selecao’ (MEUWISSEN;
HAYES; GODDARD, 2001). Outra aplicagdo ¢ a reducao na duragdo do tempo
requerido para a introgressdo de caracteristicas de parentes silvestres os quais
possuem importantes fontes de genes para resisténcia a pragas e doengas
(CHAVARRIAGA et al., 2004). Existe, porém, a necessidade de reduzir ou
eliminar o teor do genoma doador indesejavel que pode prolongar o processo,
tornando-se impraticavel para a maioria dos melhoristas. O emprego de
marcadores de DNA, no melhoramento de mandioca, é baseado considerando a
herdabilidade de uma caracteristica ¢ a soma da diferenga genotipica explicada
pelo marcador.

O desenvolvimento das técnicas de marcadores de DNA, por meio de
RFLP, propiciou avango significativo no conhecimento de biossistematica,
evolugdo e genética de plantas e animais. A associa¢do entre a técnica ¢ as
regides com variabilidade tém possibilitado avangos nos estudos de genética de
populagdes, biogeografia e polimorfismo em populacdes de diversos
organismos, principalmente, em populacdes humanas, nas quais se aplica a
medicina forense, determinagdo de paternidade e diagnostico de doengas
hereditarias (ARIAS; INFANTE-MALACHIAS, 2001). Apresentam as
seguintes vantagens em relacdo aos marcadores isoenzimaticos: sdo herdados

como marcadores mendelianos livres de efeitos pleiotropicos; ndo sdo afetados
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pelo ambiente; podem ser obtidos em numero elevado e tém distribuicdo
aleatdria no genoma.

O desenvolvimento da técnica de PCR aumentou a eficiéncia de
detecgdo de polimorfismo em nivel de DNA ¢ RNA e além disso reduziu o
tempo de execucdo dos experimentos, custo e complexidade. A PCR se aplica a
varios campos da biologia, incluindo genética, botanica, entomologia,
metodologias para identificagdo de material transgénico nos alimentos.
Atualmente, ¢ uma técnica amplamente difundida e a mais utilizada na analise
de polimorfismo (FARALDO et al., 2002).

Nos eucariotos, 0os genomas, sdo povoados por sequéncias simples
repetidas, as quais consistem de um a seis nucleotideos repetidos em tandem.
Essas regides sdo chamadas de microssatélites ou SSR (Simple Sequence
Repeats). As repeti¢des encontradas s3o divididas em: repeticdes perfeitas,
quando nfo apresentam nenhuma interrupgdo; repeti¢des imperfeitas, quando
sdo interrompidas por bases nao repetidas; repeticdes compostas, quando duas
ou mais repeti¢des de microssatélites estdo dispostas adjacentes; e repetigdes
simples, quando o microssatélite ¢ formado por apenas uma repeticdo. As
repetigoes simples e compostas podem ser perfeitas ou imperfeitas (CAIXETA
et al., 2009).

As sequéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo
conservadas entre os individuos de uma mesma espécie, permitindo selegdo de
primers especificos que amplificam, por PCR, fragmentos que contém o DNA
repetido em todos os gendtipos. Os produtos da amplificacdo sdo observados em
gel de poliacrilamida ou gel de agarose de alta resolugao e visualizados por meio
de coloragao com brometo de etidio ou nitrato de prata (CAIXETA et al., 2009).
As principais caracteristicas desses marcadores: alta frequéncia e ampla

dispersdo pelo genoma, serem codominantes, apresentarem segregacao
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mendeliana e por ndo dependerem de grandes quantidades de DNA para serem
analisados via PCR (CAIXETA et al., 2009; FARALDO et al., 2002).

Para estudos de polimorfismo, duas metodologias podem ser utilizadas:
hibridag@o por sondas que contenham sequéncias repetitivas; e amplificagdo por
PCR de locos contendo microssatélites, sendo esta a mais utilizada. Em estudos
com mandioca, tem sido utilizado para detec¢do de polimorfismo; estudos de
evolugdo, origem e domesticagdo (OLSEN; SCHAAL, 2001), relagdes
filogenéticas (CARVALHO; SCHAAL; FUKUDA, 2000); grau de parentesco
entre espécies silvestres do género Manihot e a espécie cultivada (CABRAL,;
CARVALHO; SCHAAL, 2000); construgdo de mapas genéticos; caracterizacao;
estudos de heranga e variabilidade (CHAVARRIAGA-AGUIRRE et al., 2000),
mapeamento do genoma (FREGENE et al, 2000) e; caracterizagdo e
identificacdo de acessos e etnovariedades presentes em bancos de germoplasma
(CARVALHO; SCHAAL, 2001; MUHLEN, 1999).

O RAPD baseia-se na amplificagdo de regides anonimas dispersas pelo
genoma. O tamanho do primer é menor (10 nucleotideos) que o utilizado em
PCR especifico (20 nucleotideos). Porém, existe dificuldade de padronizagio,
uma vez que deve existir discriminacdo exata entre a presenga de um sitio
RAPD que hibridiza com o primer para que o polimorfismo possa ser detectado
e, também, as alteracdes dos resultados em funcdo das condigdes do PCR. A
concentracdio do MgCl,, de DNA molde e de nucleotideos na solugdo;
temperatura de anelamento; tipo de polimerase; tipo de termociclador ¢ a
composi¢do e comprimento dos iniciadores estdo entre os principais fatores que
afetam o padrio de bandas (MUHLEN, 1999).

O polimorfismo ¢ caracterizado quando ha presenga de banda em um
individuo e auséncia em outro apds a amplificacio e eletroforese. E um
marcador dominante e sdo amplificados, a0 mesmo tempo, mais de uma regido

do genoma, nido havendo distingdo entre bandas de um mesmo loco com
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diferentes alelos e entre bandas provenientes de locos diferentes (CHARMERS
et al.,, 1992; WILLIAMS et al., 1993). Nado ha distingdo entre individuos
homozigotos ¢ heterozigotos, a amplificagdo ocorre para os dois tipos de
individuos, pois, o fendtipo molecular de ambos sdo semelhantes e ¢é
caracterizado pela visualizagdo de apenas uma banda. Esta técnica, para
mandioca, ¢ utilizada para avaliar o nivel de diversidade genética
(CARVALHO; SCHAAL; FUKUDA, 2000; COLOMBO; SECOND; VALLE,
2000; MUHLEN, 1999) e para construcdo de mapas genéticos (FREGENE et al.,
2000).

O AFLP foi proposto por Eck et al. (1995) e Vos et al. (1995),
baseando-se na amplificagdo do DNA via PCR para detectar diferengas em um
conjunto de fragmentos selecionados e digeridos por enzimas de restrigdo.
Envolve as seguintes etapas: digestio do DNA gendémico total com duas
endonucleases de restrigdo; ligacdo de adaptadores com sequéncia conhecida nas
duas extremidades de cada fragmento; amplificagdo seletiva do conjunto de
fragmentos usando primers com sequéncia complementar a sequéncia do
adaptador seguida de sequéncia especifica do sitio de restricdo da enzima e uma
extensdo de nucleotideos seletivos na extremidade 3° (BOREM; CAIXETA,
2009).

2.5 Estudos anatomicos em mandioca

A familia Euphorbiaceae, segundo Metcalfe e Chalk (1950), apresenta
extensa variacdo na estrutura anatdmica da folha em virtude da diversidade no
habito das plantas. Esses autores relatam que as folhas apresentam, de forma
geral, estrutura interna com modificagdes, tricomas glandulares e nao
glandulares, de forma e densidade variaveis. A epiderme ¢ formada por células

retas de paredes anticlinais sinuosas, com presenca ou ndo de células
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mucilaginosas e salicificadas. Na face abaxial, a epiderme pode ser papilosa com
estomatos do tipo paracitico, os quais raramente ocorrem em ambas as faces. O
mesofilo apresenta parénquima palicadico e lacunoso. O palicadico apresenta
uma camada de células alongadas dispostas, perpendicularmente, a superficie da
lamina foliar e o lacunoso apresenta forma e tamanho variavel, com células
esféricas e espacos intercelulares, formando um tecido frouxo. Os feixes
vasculares estdo acompanhados, algumas vezes, por esclerénquima ou por uma
camada de células grandes do parénquima.

O limbo foliar de Manihot esculenta, segundo Viegas (1976), em secgdo
transversal, apresenta epiderme com tricomas unicelulares longos. O mesofilo ¢é
dorsiventral com parénquima lacunoso constituido de células poliédricas
dispostas em quatro camadas com grandes espacos intercelulares, e os estomatos
ocorrem nas duas faces. Ocorre, ainda, a presenga de vasos laticiferos que
aparecem entre as células parenquimatosas do floema, que crescem
cenociticamente por entre o tecido frouxo ocorrendo anastomoses.

Estudos realizados por Mendonga (1983), sobre os aspectos anatdmicos
e a distribuicdo de laticiferos na folha e na casca de Manihot caerulescens,
revelam grande semelhanga na anatomia desta espécie com Hevea brasiliensis,
Manihot dichotoma e Manihot glaziovii. Mendonga (1992) realizou os mesmos
estudos em Manihot glaziovii e constatou que a distribui¢do dos vasos laticiferos
¢ muito semelhante a encontrada em Manihot caerulescens e Hevea brasiliensis,
os quais estdo distribuidos no peciolo, logo abaixo da epiderme, na camada do
colénquima, no floema e nas proximidades da medula. No mesofilo, estdo
associados ao sistema vascular, proximo ao floema, abaixo da epiderme e no
colénquima.

Nas euforbiaceas ocorrem dois tipos de laticiferos: os articulados, que
resultam de cadeias longitudinais de células e formam os vasos laticiferos e os

ndo-articulados, que se formam de células individuais em consequéncia do
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crescimento continuo e originam estruturas tubulares chamadas células
laticiferas (ESAU, 1985; MAUSETH, 1988). O laticifero articulado pode ser
ndo anastomosado, pois, formam cadeias de tubos ndo conectados e
anastomosados por se conectar em outros vasos. E encontrado no género
Manihot (MAUSETH, 1988). Pesquisas concentradas nos aspectos fisiologicos
visam esclarecer os caminhos fotossintéticos dos tipos C; ou C, € a presenca da
estrutura Kranz na folha de Manihot esculenta, e tais pesquisas tém sido
discutidas de modo a justificar a maior produtividade da mandioca (EL-
SHARKAWY; COCK, 1987; EL-SHARKAWY; TAFUR; CADAVID, 1992,
1993).

De acordo com Metcalfe (1979), nas nervuras das folhas de algumas
angiospermas, os feixes vasculares estdo completa ou parcialmente circundados
por células parenquimatosas clorofiladas, em uma ou mais camadas, formando
uma bainha distinta. A presenca ou auséncia desta bainha serve para identificar
plantas com anatomia Kranz. O mesmo autor considera que a estrutura Kranz
pode divergir muito e sugeriu que investigagdes bioquimicas sobre a fixagdo de
CO, pela via C; ou C,4 devem ser acompanhadas de estudos anatomicos de forma
a demonstrar a presenga ou nao desta estrutura.

A geometria do tecido interno das folhas de Manihot esculenta foi
interpretada por El-Sharkawy, Cock e Cadena (1984) visando investigar a
difusdo do CO, e determinar a atividade fotossintética nos tecidos do mesofilo.
Observaram que o parénquima paligadico ocupa 50% ou mais em volume no
mesofilo e o lacunoso 30% ou menos. El-Sharkawy e Cock (1987) relataram um
mecanismo eficiente de reciclagem de CO, no parénquima pali¢adico de
mandioca. Neste tecido, foram encontrados acidos resultantes do metabolismo
C, e verificaram que as células ao redor do feixe vascular e que formam uma
bainha conpiscua, ndo sdo semelhantes as encontradas nas plantas C4. Sendo

assim, sua anatomia foliar ndo pode ser considerada do tipo Kranz. A bainha do
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feixe vascular da mandioca ¢ clorofilada, podendo ser considerada como um
intermediario natural entre espécies C; ¢ C, ¢ as variagdes na anatomia da folha

podem aumentar a expressao do ciclo C4 (EL-SHARKAWY; COCK, 1990).
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Genetic diversity among cassava accessions based on SSR markers

ABSTRACT - The genetic diversity of cassava is expressed in about 7000
varieties found around the world and this diversity has been characterized more
efficiently by means of molecular markers, which also enable multiple
applications and genetic analysis with great opportunities for use in breeding.
The aim of this study was to characterize and estimate the genetic similarity
among 93 cassava accessions from the germplasm bank of the Federal
University of Lavras (UFLA). The DNA amplification was performed with 14
microsatellite primers. The amplification products were separated by a
polyacrylamide gel electrophoresis, showing a polymorphism formation,
through which the accessions were discriminated against. The genetic similarity
among accessions of cassava was estimated by the Dice coefficient. Cluster
analysis was carried out using the UPGMA method through the NTSYS
program. Of the 14 primers, 12 were polymorphic and amplified a total of 26
alleles with 2-4 alleles per loci. The genetic similarity between accessions
ranged from 0.16 to 0.96. The highest genetic similarity was observed among
accessions UFLA 9 and DESCONHECIDO 3, UFLA 25 and LT 3, IAC 12 and
UFLA 73, while the lowest was observed between UFLA 60 and UFLA 76. The
genetic diversity parameters were estimated using the POPGENE program. The
average values for observed and expected heterozygosity were 0.18 and 0.46,
respectively. One can conclude that the SSR marker was efficient in the study of
genetic diversity among the accessions studied.

Key words: Manihot esculenta, microsatellites, genetic characterization.
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Diversidade genética entre acessos de mandioca com base em
marcadores SSR

RESUMO - A diversidade genética da mandioca se expressa em cerca de 7000
variedades encontradas em todo o mundo e essa diversidade tem sido
caracterizada mais eficientemente por meio de marcadores moleculares.
Objetivou-se caracterizar e estimar a similaridade genética entre 93 acessos de
mandioca do banco de germoplasma da Universidade Federal de Lavras
(UFLA). A amplificagdo do DNA foi realizada com 14 primers microssatélites.
Os produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida, evidenciando-se a formagdo de bandas polimorficas, por meio
das quais os acessos foram discriminados. A similaridade genética entre os
acessos de mandioca foi estimada por meio do coeficiente de Dice. A andlise de
agrupamento foi feita com o método UPGMA, utilizando-se o programa
NTSYS. Foram amplificados um total de 26 alelos com 2 a 4 alelos por loco. O
coeficiente de similaridade genética variou de 0,16 a 0,96. Os parametros de
diversidade genética foram estimados usando o programa POPGENE. Os
valores médios para heterozigosidade observada e esperada foram 0,18 e 0,46,
respectivamente. Pode-se concluir que o marcador SSR foi eficiente no estudo
da diversidade genética entre os acessos estudados.

Palavras-chave: Manihot esculenta, microssatélites, caracterizagdo genética.
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INTRODUCTION

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is the staple food of nearly 700
million people worldwide. It is the only species of the genus Manihot grown
commercially for the production of edible roots. It adapts to different climate
and soil conditions and can be found from the Southern U.S. to northern
Argentina. Generally, it is planted in marginal areas with low productivity
(Fukuda and Iglesias, 2006).

The species has a large genetic diversity due to the ease of pollination,
high heterozygosity and sudden dehiscence of the fruit, leading to a continuously
infinite number of new genotypes, even considering that the cultivation of
cassava is by vegetative propagation through stem segments, called 'cuttings'. In
Brazil, the wide genetic variability of cassava is kept in on-site collections and
germplasm banks distributed throughout the country. This variability is
represented mostly by native varieties or those naturally selected by farmers
(Fukuda et al., 2005).

The conservation of cassava germplasm is essential in reducing the
genetic erosion of species and genetic diversity available to help to improve the
culture. In cassava this erosion is mainly due to the expansion of agricultural
frontiers, the advancement of urbanization, and the biotic and abiotic stresses
and to a lesser extent, by the replacement of traditional varieties by improved
varieties (Fukuda et al., 1996). The characterization of the species diversity is
important for germplasm conservation. Estimating the degree of relatedness
between accessions makes it possible to eliminate possible duplicates and more
efficient use of them in breeding programs.

The DNA markers are useful in studies of evolution, domestication,
ecology and phylogeny of plants and also for genetic mapping and cloning of

genes. Therefore, allowing a short term evaluation of a large number of
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genotypes, without environmental influence (Costa et al., 2003). The use of
molecular markers in assessing the genetic diversity of cassava germplasm has
been increasing in recent years, mainly due to the large amount of information
concerning the genome of this species available (Colombo et al., 2000; Miihlen
et al., 2000; Carvalho and Schaal, 2001; Elias et al. 2001; Mba et al., 2001;
Zaccarias et al., 2004; Elias et al., 2004).

As cited by Faraldo et al. (2002), the molecular markers are very
important techniques for the identification of accessions held by germplasm
banks, whose purpose is to maintain genetic variability for subsequent use of the
accessions. One type of molecular marker that is more informative in evaluating
cassava germplasm is a microsatellite (Chavarriaga-Aguirre et al., 1998).
Microsatellites have short sequences that are repeated in tandem in a specific
locus and express extensive polymorphism. The main characteristics of
microsatellites is their high frequency, wide dispersion in the genome and high
mutation rate at which they are exposed, resulting in great variability, and also
the fact that they are co-dominant and present Mendelian inheritance (Faraldo et
al., 2002).

The aim of this study was to estimate the genetic variability among 93
accessions of cassava from the germplasm bank at the Federal University of
Lavras for 14 microsatellite primers, enabling the identification of genetically

divergent clones for polycrossing, aiming at the development of new clones.
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MATERIAL AND METHODS

Part of the accessions held in the germplasm bank at UFLA was
provided by Embrapa Cassava and Fruit Crops, Cruz das Almas, BA. These
clones were used in field polycrossing, from where the new clones were
obtained, which together with some commercial cultivars were evaluated in this
study (Table 1).

Molecular analyses were performed at the Molecular Genetics

Laboratory, Department of Biology (DBI) Federal University of Lavras.



Table 1 Accessions of cassava (Manihot esculenta Crantz) used in this study and their origins. UFLA, Lavras-MG, 2009

CODIGO ORIGEM ACESSO CODIGO ORIGEM ACESSO CODIGO ORIGEM ACESSO
1 LAVRAS/MG BAIANA 32 LAVRAS/MG UFLA 5 63 LAVRAS/MG UFLA 31
2 LAVRAS/MG UFLA 7 33 CAMPINAS/SP IAC 13 64 CARRANCAS/MG AMARELINHA
3 LAVRAS/MG CASCA ROXA 34 LAVRAS/MG SEIS MESES 65 LAVRAS/MG UFLA 49
4 LAVRAS/MG UFLA H 35 LAVRAS/MG UFLA 76 66 LAVRAS/MG UFLA 12
5 LAVRAS/MG UFLA 30 36 LAVRAS/MG LT2 67 LAVRAS/MG UFLA 58
6 LAVRAS/MG UFLA 4 37 CAMPINAS/SP MOCOTO 68 LAVRAS/MG UFLA 71
7 LAVRAS/MG UFLA 48 38 LAVRAS/MG UFLA 57 69 LAVRAS/MG UFLA 36
8 LAVRAS/MG UFLA 42 39 LAVRAS/MG UFLA 11 70 LAVRAS/MG UFLA 53
9 LAVRAS/MG UFLA 90 40 LAVRAS/MG UFLA 65 71 PATOS DE MINAS/MG MANABOW
10 LAVRAS/MG UFLA 2 41 LAVRAS/MG UFLA 18 72 LAVRAS/MG UFLA 28
11 CAMPINAS/SP IAC 576 60 42 LAVRAS/MG UFLA 61 73 LAVRAS/MG UFLA 77
12 LAVRAS/MG UFLA 63 43 CAMPINAS/SP IAC 12 74 LAVRAS/MG UFLA 73
13 LAVRAS/MG UFLA 33 44 LAVRAS/MG UFLA 23 75 LAVRAS/MG UFLA 10
14 LAVRAS/MG UFLA 59 45 LAVRAS/MG UFLA 8 76 LAVRAS/MG UFLA 46
15 LAVRAS/MG UFLA G 46 LAVRAS/MG JB 77 LAVRAS/MG UFLA 60
16 LAVRAS/MG UFLA 25 47 LAVRAS/MG UFLA 64 78 LAVRAS/MG UFLA 26
17 LAVRAS/MG LT4 48 LAVRAS/MG UFLA 13 79 LAVRAS/MG UFLA 32
18 LAVRAS/MG UFLA 9 49 LAVRAS/MG UFLA 51 80 LAVRAS/MG UFLA 20
19 LAVRAS/MG UFLA 19 50 LAVRAS/MG UFLA 60 81 LAVRAS/MG UFLA 72
20 LAVRAS/MG UFLA 41 51 CAMPINAS/SP IAC 14 82 LAVRAS/MG UFLA 29
21 LAVRAS/MG DESCONHECIDO 3 52 LAVRAS/MG UFLA 66 83 CAMPINAS/SP OURO DO VALE
22 CAMPINAS/SP FIBRA 53 LAVRAS/MG UFLA 21 84 LAVRAS/MG UFLA 62
23 LAVRAS/MG UFLA E 54 CARRANCAS/MG PINHEIRA 85 LAVRAS/MG UFLA 67
24 LAVRAS/MG UFLA 47 55 LAVRAS/MG UFLA 75 86 LAVRAS/MG UFLA 22
25 LAVRAS/MG LT1 56 LAVRAS/MG UFLA 17 87 LAVRAS/MG UFLA 38
26 LAVRAS/MG LT3 57 LAVRAS/MG UFLA 27 88 LAVRAS/MG BAIANA II
27 LAVRAS/MG UFLA 16 58 LAVRAS/MG UFLA 24 89 IAPAR/PR PIONEIRA
28 LAVRAS/MG UFLA 39 59 LAVRAS/MG BAIANINHA 90 CAMPINAS/SP IAC 576 70
29 LAVRAS/MG UFLA 52 60 LAVRAS/MG UFLA 15 91 CAMPINAS/SP MOCOTO
30 LAVRAS/MG UFLA 40 61 LAVRAS/MG UFLAJ 92 LAVRAS/MG PAO DA CHINA
31 CAMPINAS/SP IAC 15 62 LAVRAS/MG UFLA 45 93 CONFRESA/MT NI
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DNA samples of each accession were extracted according to the
procedure used by Pereira et al. (2007). Subsequently the DNA was used for PCR
amplification. In the amplification, 14 microsatellite primers predetermined by
Chavarriaga-Aguirre et al. (1998) (Table 2) were used. The amplification reactions
were performed in 0.2 mL microtubes, using a BioCycle model thermal cycler,
through the following program: one step at 95°C for two minutes for initial
denaturation, followed by 32 cycles of 94°C for 20 seconds each for DNA
denaturation, 40 seconds for the annealing of primer at 47°C, 40 seconds for

extension at 72°C, followed by a final extension at 72°C for four minutes.

Table 2 SSR primers used (Chavarriaga-Aguirre et al., 1998), with
corresponding sequences and annealing temperature (T,). UFLA,
Lavras-MG, 2009

PRIMER PRIMER SEQUENCE (5’ — 3%) Ta (°C)
GA-5 TAATGTCATCGTCGGCTTCG 47
GCTGATAGCACAGAACACAG
GA-12 GATTCCTCTAGCAGTTAAGC 47
CGATGATGCTCTTCGGAGGG
GA-13 TTCCCTCGCTAGAACTTGTC 47
CTATTTGACCGTCTTCGCCG
GA-16 GTACATCACCACCAACGGGC 47
AGAGCGGTGGGGCGAAGAGC
GA-21 GGCTTCATCATGGAAAAACC 47
CAATGCTTTACGGAAGAGCC
GA-57 AGCAGAGCATTTACAGCAAGG 47
TGTGGAGTTAAAGGTGTGAATG
GA-123 CAATGCAGGTGAAGTGAATACC 47
AGGGTGCTCTTCAGAGAAAGG
GA-126 AGTGGAAATAAGCCATGTGATG 47
CCCATAATTGATGCCAGGTT
GA-127 CTCTAGCTATGGATTAGATCT 47
GATGCTTCGAGTCGTGGGAGA
GA-131 TTCCAGAAAGACTTCCGTTCA 47
CTCAACTACTGCACTGCACTC
GA-134 ACAATGTCCCAATTGGAGGA 47
ACCATGGATAGAGCTCACCG
GA-136 CGTTGATAAAGTGGAAAGAGCA 47
ACTCCACTCCCGATGCTCGC
GA-140 TTCAAGGAAGCCTTCAGCTC 47
GAGCCACATCTACTCGACACC
GA-161 TGTTCTTGATCTTCTGCTGCA 47

TGATTGTGGACGTGGGTAGA
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After amplification, the reaction products were separated by
electrophoresis in 6% polyacrylamide gel in TBE buffer at a current of 130 V for
two hours. The DNA fragments were stained with silver nitrate and
photographed with a Sony Cyber-shot DSC-W30 digital camera.

The identification of DNA fragments amplified by microsatellite
markers was done by performing a visual analysis. Each microsatellite band was
evaluated for the 93 accesses, identifying the presence of a band by 1 and for an
absence by 0. From the matrix 0 and 1 genetic similarity (sg;) was estimated
between all pairs of genotypes using the Dice coefficient (Dice, 1945):
sgi=2a/(2at+b+c), which a corresponds to the presence of a band on the
individual i and j; b represents the presence of the band in i and absence in j; and
¢ represents the absence of the band in i and presence in j. Analyses of similarity
were performed using the program NTSYS version 2.1 (Rohlf, 2000). Based on
the coefficient similarity, the genotypes were clustered by UPGMA and
represented in a dendrogram. The genetic difference among accessions was
identified in the dendrogram given the estimate of the maximum significant

similarity (sgm). The sgm was estimated by t-test obtained by the expression:
sgm=1—(t§sg), where t is the tabulated value of t with n-2 degrees of freedom

and S s 1 the average error of sg; (Hagiwara et al., 2001).
The genetic diversity parameter: number of alleles per locus and
heterozygosity (observed and expected) were estimated using the program

POPGENE version 1.31 (Yeh et al., 1999).
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RESULTS AND DISCUSSION

A total of 26 alleles were amplified with 14 SSR loci analyzed in 93
accessions. Of the 14 primers, 12 generated polymorphic (GA-5 GA-12 GA-16
GA-21 GA-57 GA-123, GA-127, GA-131, GA-134, GA-136, GA-140 and GA-
161). The number of alleles observed per locus ranged from 2-4 with an average
of 2.2 alleles per locus and the most informative primer GA-131 was amplified

by having a larger number of alleles (Table 3).

Table 3 Number of alleles per locus (A), observed heterozygosity (H,) and
expected heterozygosity (He). UFLA, Lavras-MG, 2009

PRIMER A H, He
GA-5 2 0.52 0.49
GA-12 2 0.00 0.45
GA-16 2 0.20 0.34
GA-21 2 0.00 0.49
GA-57 2 0.00 0.42
GA-123 2 0.00 0.48
GA-127 2 0.00 0.49
GA-131 4 0.56 0.69
GA-134 2 0.00 0.49
GA-136 2 0.00 0.42
GA-140 2 0.31 0.45
GA-161 2 0.56 0.49
Average 2.2 0.18 0.46

In this study, the findings resemble those of Roa et al. (2000). These
authors, working with the amplification of DNA from cassava by means of
microsatellite markers, found a higher polymorphism with the same primer GA-
131. Miihlen et al. (2000) studied the genetic variability of cassava landraces
assessed by microsatellite markers; obtained 97.96% of polymorphic primers,

with the total number 2-8 alleles per locus and an average of 4.5 alleles per loci.
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Assessment of diversity using molecular markers has confirmed the
wide genetic variability of cassava, but some comparisons with wild species
indicate that they may contain as much or more variability than the cultivated.
Wanyera et al. (1992) using polymorphism of 13 isozyme loci, analyzed the
genetic variability of 20 plants of M. glaziovii, 20 cassava clones and 49 clones
of cassava tree, collected in Nigeria, and found higher diversity among cassava
tree, followed by M. glaziovii and less variability among the cassava clones.

Heterozygosity can be considered a measure of genetic variability. This
measure refers to how much of that variation exists in the population and how
that variation is distributed across the alleles of an analyzed locus. Low
heterozygosity means little genetic variability. It is considered a polymorphic
locus when the most common allele frequency is less than 0.95 (Menezes et al.,
2006). The heterozygosity of a marker is the probability of an individual being
heterozygous at a marker locus, and this depends on the number of alleles and
their frequency in the population.

The observed heterozygosity (H,) is the proportion of heterozygous
individuals in population samples, expected heterozygosity (He) is the
probability of an individual being heterozygous in any locus. In this study, the
highest heterozygosity values observed and expected (Table 3) were achieved
with primer GA-131 (Ho=0.56 and H¢=0.69). The observed heterozygosity
showed low values in relation at expected heterozygosity values in most of the
loci, indicating homozygous in excess. 58% of the polymorphic primers were
homozygous and this suggests that sexual reproduction from the 93 clones must
have had a high rate of self-pollination. Another possibility is that the clones
originated from small populations or high levels of inbreeding.

The accessions showed values among 0.00 and 0.56 to observed
heterozygosity and values among 0.34 and 0.69 to expected heterozygosity. The
average achieved for these index were Hy,=0.18 and He=0.46. Roa et al. (2000)
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found for 10 microsatellite loci, levels of expected heterozygosity He=0.43 (38
accessions of Manihot esculenta), H=0.31 (26 accessions of Manihot
carthaginensis), He=0.54 (16 accessions of Manihot esculenta ssp. flabellifolia)
and H=0.32 (Manihot esculenta ssp. peruviana). The index of heterozygosity
observed were Hy,=0.63; H,=0.12; H,=0.44 and H,=0.31 respectively. Lefévre
and Charrier (1993) found rates of heterozygosity for 17 polymorphic isozyme
loci of 0.225 in 365 accessions of cassava and 0.252 in 109 accessions of M.
glaziovii.

The dendrogram (Figure 1) in the cluster analysis indicates genetic
variability among analyzed accessions and it was observed that the amplitude in
the similarity coefficient of Dice ranged from 0.50 to 1.00. There was also the
presence of four pairs of duplicates [(UFLA 65 (40)/UFLA 10 (75); UFLA 75
(55)/UFLA 17 (56); UFLA 61 (42)/UFLA 8 (45) and UFLA 24
(58)/BAIANINHA (59)]. The cassava germplasm is made up of varieties and
natural hybrids found in places of origin, collections and in the production areas
in several countries.

These genotypes are often given confusing names, sometimes assigning
the same name to different access or different names to the same access, which
complicates the correct identification of the material and may cause the presence
of duplicates in germplasm banks. Thus based on this same rationale, it is noted
in Table 1, different accessions of the same name (accessions 37 and 91 -
MOCOTO and accessions 50 and 77 - UFLA 60). Those through the

dendrogram are in different groups.
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Coefficients of similarity between the 93 cassava accessions ranged
from 0.16 to 0.96. The lowest genetic similarity (0.16) was observed among
accessions UFLA 60 and UFLA 76, while the highest genetic similarity was
observed between UFLA 9 and DESCONHECIDO 3; UFLA 25 and LT 3; IAC
12 and UFLA 73 all with 0, 96 similarity. After estimating the genetic
similarities and considering the similarity of 69% among clones, we observed
the formation of 20 groups.

The groups formed were: Group I (BAIANA and UFLA 30), Group I1
(UFLA 63 and UFLA 19), Group III (UFLA 59, IAC 15, UFLA 29, UFLA 60
and UFLA 67), Group IV (UFLA 7, UFLA 16, UFLA 21, UFLA 71, CASCA
ROXA, UFLA 48, UFLA 65, UFLA 10, AMARELINHA, IAC 14 and UFLA
49), Group V (UFLA G, LT 2, UFLA 72, UFLA 77, UFLA 22, MOCOTO,
UFLA 31 and UFLA 20), Group VI (UFLA 32 and PIONEIRA), Group VII
(UFLA 4, UFLA 45, PINHEIRA, UFLA 58, UFLA 18, UFLA 27, UFLA 36 ¢
UFLA 13), Group VI (LT 4, UFLA 9, DESCONHECIDO 3, UFLA 12,
UFLA 53, MANABOW and UFLA 64), Group IX (UFLA 51 and UFLA 62),
Group X (UFLA 57), Group XI (UFLA 42 and JB), Group XII (FIBRA,
UFLA E and UFLA 60), Group XIII (UFLA H, IAC 576 70, UFLA 90, UFLA
66, UFLA 2, UFLA 75, UFLA 17, IAC 12, UFLA 73, UFLA 23, UFLA 46 and
UFLA 28), Group XIV (IAC 576 60, SEIS MESES and UFLA 76), Group XV
(UFLA 25, LT 3, UFLA 40 and UFLA 11), Group XVI (OURO DO VALE),
Group XVII (UFLA 33, MOCOTO, UFLA 41, NI, UFLA 61, UFLA 8, UFLA
24 and BAIANINHA), Group XVIII (UFLA 47, BAIANAII, LT 1, UFLA 38,
UFLA 52, UFLA 26, UFLA 39, UFLA 5 and PAO DA CHINA), Group XIX
(UFLA 15), Group XX (IAC 13 and UFLA J).

Group XIII, composed of 12 accessions or 12.90% of the total was the
largest. Followed by group IV with 11 (11.83%), group XVIII with 9 (9.68%);
groups V, VII and XVII with eight accessions each (8.60%), group VIII 7
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(7.53%), group III with five accessions (5.38%), group XV 4 (4.3%), groups XII
and XIV with three (3.22%), groups I, II, VI, IX, XI and XX with 2 each
(2.15%) and the groups X, XVI, XIX with only one access (1.08%). It was
observed that the clustering method was effective in discriminating accesses as
far as diversity, considering the large number of groups and the relatively low
values of similarity between various approaches. However, there are very high
values of sg; between some clones as seen at 0.96, which may mean access
duplication. It is necessary to note the small number of bands and mainly the
loci used. As similarity is an estimate of relatedness between the clones, based
on a sample of the cassava genome, it was noticed that the sample was deficient.
Consequently, the estimates may not be a true indicator of kinship. Therefore,
more markers and morpho-agronomic characterization of clones should be
considered for better definition of kinship, especially in the identification of
duplicates to be eliminated from the germplasm.

The genotypes that showed high similarity (0.96) are UFLA
9/DESCONHECIDO 3, UFLA 25/LT 3 and IAC 12/UFLA 73. OURO DO
VALE cultivar and new clones UFLA 57 and UFLA 15 are not grouped with
any other material. The new clones UFLA 60 and UFLA 76 showed 16%

similarity with these being the most divergent.



53

CONCLUSIONS

1. The use of microsatellite markers allows the determination of genetic

divergence between cassava clones;

2. The microsatellite markers also identify possible duplicates in germplasm

collections;

3. In this study, certain sequences of the primers were more suitable for the

amplification of alleles.
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ANATOMIA FOLIAR DE GENOTIPOS DE MANDIOCA EM
FUNCAO DO POTENCIAL PARA TOLERANCIA A DIFERENTES
CONDICOES AMBIENTAIS

Preparado de acordo com as normas da Revista Ciéncia Agrondomica —
Versao preliminar
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Anatomia foliar de gendtipos de mandioca em func¢iao do potencial para
tolerancia a diferentes condicoes ambientais

Resumo — A mandioca ¢ uma importante planta cultivada em regides tropicais,
possuindo grande variabilidade genética ainda pouco estudada. Este trabalho foi
realizado com o objetivo de analisar a anatomia foliar de treze genotipos de
mandioca, avaliando o seu potencial para adaptacdo em diferentes condigdes
ambientais. Foram coletadas folhas completamente expandidas de treze
genoétipos de mandioca e analisados quanto as modificagdes quantitativas em
microscopia Optica. Os genoétipos apresentaram grande plasticidade anatomica,
para a maioria dos tecidos foliares e as modificagdes ocorreram nas
caracteristicas estomaticas, como densidade e tamanho dos estdmatos, na
espessura dos tecidos como a epiderme da face abaxial, o parénquima paligadico
e esponjoso, no floema e no xilema. Os gendtipos UFLA E, IAC 14 e UFLA J se
caracterizam como potenciais para condi¢gdes xéricas, em decorréncia da alta
densidade estomatica, estomatos menores, maior epiderme da face adaxial,
maior espessura do parénquima pali¢adico e esponjoso, menor vulnerabilidade
do xilema e maior espessura do floema, permitindo reducdo na transpiracao e
melhor aproveitamento de uma grande quantidade de radiacdo incidente. Os
demais genotipos apresentam caracteristicas mais mesofitas. Logo, os gendtipos
de mandioca possuem plasticidade anatomica e podem ser potenciais para a
selecdo de caracteristicas desejaveis para diferentes condi¢des ambientais.

Palavras-chave: Manihot esculenta. Seca. Euphorbiaceae. Anatomia
quantitativa.
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Leaf anatomy of cassava genotypes in function of potential tolerance to
different environmental conditions

Abstract — Cassava is an important crop for the tropics and has high genetic
variability still poorly studied. The aim of this work was to examine the leaf
anatomy of thirteen cassava genotypes, and assess their potential for adaptation
in different environmental conditions. Full expanded leaves were collected from
thirteen cassava genotypes and were analyzed in terms of quantitative changes
under optical microscopy. The genotypes showed large anatomical plasticity for
most of the leaf tissue, and the changes occurred in stomatal characteristics, such
as density and stomatal size, thickness of tissues such as the abaxial epidrems,
the palisade and spongy parenchyma, in phloem and xylem. Genotypes UFLA
E, IAC 14 and UFLA J are characterized as a potential for xeric conditions due
to high stomatal density, smaller stomata, greater on the adaxial epidrems,
thicker palisade and spongy parenchyma, reduced vulnerability of xylem and
increased phloem thickness, allowing for transpiration reduction and better
utilization of a large amount of incoming radiation. The other genotypes have
more mesophyte features. Thus, the cassava genotypes have anatomical
plasticity and may be a potential selection because of desirable characteristics
for different environmental conditions.

Key words: Manihot esculenta. Drought. Euphorbiaceae. Quantitative anatomy.
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Introducio

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) ¢ uma planta tropical cultivada
amplamente em varias regides do mundo, pertence a familia Euphorbiaceae,
sendo cultivada em regides com altas temperaturas e precipitagdo acima de 500
mm anuais, possui uma grande variabilidade genética ainda pouco explorada
(CERQUEIRA, 1992).

O centro de origem da mandioca esta localizado na América Latina,
sendo encontrada na forma nativa em uma grande area que abrange paises como
Brasil, Peru, Venezuela, Guiana, Bolivia e Suriname, podendo ser encontrada,
ainda, na forma selvagem, ocorrendo naturalmente nesses paises, dificultando a
indicagdo da regido exata de origem (ALLEM, 1994). Em razio das regides de
origem das espécies de mandioca serem sujeitas a diferentes estresses, essas
espécies podem exibir base genética para a tolerancia a seca, altas temperaturas
e mesmo a temperaturas mais amenas (NASSAR, 1979).

As folhas de mandioca foram descritas por Ueno e Agarie (1997) como
hipoestomaticas, com parénquima pali¢adico e esponjoso definido, células da
bainha do feixe desenvolvidas com cloroplastos distribuidos radialmente. As
ceras cuticulares de mandioca sfo ricas em triterpenos e possuem alcanos e
acidos carboxilicos em menor quantidade, podendo variar entre os genotipos
(ZINSOU et al., 2006). Apesar da auséncia de estrutura Kranz tipica, a
fotossintese na mandioca ¢ considerada como C, por alguns autores (COCK et
al., 1987) ou como C; por outros (UENO; AGARIE, 1997), ou mesmo como Cs-
C, intermediarias, devendo, ainda, ser realizados outros estudos.

A anatomia vegetal pode indicar caracteristicas que atribuem tolerancia
a diferentes condi¢gdes ambientais para as plantas cultivadas, como tolerancia a
seca (GRISI et al., 2008) e caracteristica da radiagdo como a qualidade e

intensidade da radiagdo que incide sobre as folhas das plantas, promovendo
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modificagdes em sua estrutura para a tolerancia a essas condi¢cdes (SOUZA et
al., 2007; SANTIAGO et al., 2001).

Dessa forma, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de
caracterizar a estrutura interna das folhas de diferentes gendtipos de mandioca,
analisando essas caracteristicas quanto ao potencial para a tolerancia a diferentes

condi¢des ambientais.
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Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no campo experimental da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), de onde se coletaram folhas de 13 gendtipos de
mandioca (Manihot esculenta Crantz), escolhidos pelo potencial de produgdo
evidenciado em avaliagdes anteriores (GOMES, 2007). As analises anatomicas
foram conduzidas no Laboratério de Anatomia Vegetal da referida
Universidade.

Coletaram-se as primeiras duas folhas, completamente expandidas em
trés plantas por genoétipo, sendo as folhas fixadas em F.A.A.70 (Formaldeido,
acido acético glacial e etanol 70% na proporcao de 0,5: 0,5: 9,0) por 72 horas e,
posteriormente, armazenadas em etanol 70% (JOHANSEN, 1940). Os gendtipos
selecionados foram: BAIANA, UFLA H, UFLA G, FIBRA, UFLA E, IAC 15,
IAC 13, MOCOTO, IAC 12, IAC 14, BAIANINHA, UFLA J ¢ OURO DO
VALE, os quais foram cultivados em condigoes de campo com adubacdo e
corre¢do do solo, de acordo com as recomendacdes (ANDRADE; CORREA,
2005) e irrigagdo diaria até a capacidade de campo, proporcionando condigdes
semelhantes ¢ ideais para todos os genotipos estudados.

Os cortes paradérmicos foram obtidos da regido central dos dois foliolos
basais de cada uma das folhas coletadas, utilizando-se lamina de barbear e os
cortes transversais da regidao mediana do foliolo central de cada uma das folhas
utilizando-se um micrétomo de mesa modelo LPC. Os cortes foram clarificados
com hipoclorito de s6dio 50% (comercial), lavados em 4gua destilada por duas
vezes, durante 10 minutos, corados com solu¢ao de safranina 1% para os cortes
paradérmicos e solucdo safrablau (safranina e azul de astra na proporgdo de 7:3)
para os cortes transversais, sendo, posteriormente, montados em lamina e
laminula com agua glicerinada (1:1), as laminas foram seladas com resina de

nitrocelulose.
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As laminas foram observadas e fotografadas em um microscopio Optico,
modelo Olympus BX 60, acoplado a camera digital Canon A630. As imagens
foram analisadas em software, para analise de imagens UTHSCSA Imagetool,
com a medicdo de cinco campos por repetigdo para cada variavel analisada.
Foram medidas: DP=didmetro polar dos estdmatos; DQ=diametro equatorial dos
estdmatos; EAD=espessura da epiderme da face adaxial; EAB=espessura da
epiderme da face abaxial; PP=espessura do parénquima pali¢adico;
PE=espessura do parénquima esponjoso; CT=espessura da cuticula;
FL=espessura do floema. Foram calculados a densidade estomatica (DE), indice
estomatico (IE), segundo Castro et al. (2009) e o indice de vulnerabilidade de
Carlquist (IVC) para o xilema segundo Carlquist (1975) e Castro et al. (2009).

O delineamento foi inteiramente casualizado com 15 repetigdes e 13
tratamentos. Foram realizadas analises de variancia e teste de Scott-Knott (1974)
a 5% de significancia, utilizando-se o software de analise estatistica Sisvar

(FERREIRA, 2000).
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Resultados e Discussao

Com os genotipos demonstraram-se diferentes caracteristicas para as
seccdes paradérmicas. O didmetro polar exibiu grande variacdo, evidenciando
que as folhas de mandioca possuem plasticidade para essa caracteristica (Tabela
1). O genotipo IAC 15 € 33,54% superior ao gendtipo UFLA G, que exibiu o
menor didmetro. O valor do didmetro polar, para o gendtipo IAC 15, € 6,37%
superior aos gendtipos IAC 12 e IAC 14 e 12,50% superior aos genétipos
BAIANA, UFLA E, BAIANINHA e UFLA J. E, ainda, superior aos genotipos
UFLA H, FIBRA, IAC 13, MOCOTO ¢ OURO DO VALE com valores 24,89%

inferiores.

Tabela 1 Caracteristicas das sec¢des paradérmicas da epiderme foliar dos 13
genoétipos de mandioca. UFLA, Lavras-MG, 2009

GENOTIPOS DP(um) DQ(um) FUN DE IE (%)
BAIANA 436lc 2794a  156d 10022d 09,64 b
UFLA H 39.09d  23,54b  1,67c¢  101,40d 08,03 ¢
UFLA G 3599¢  23,76b  1,52d  182,76a 1229a
FIBRA 3848d 22,11b  1,75¢  132,06¢c 1027b
UFLA E 4282¢ 2040b  2,12a 14621b 1193 a
IAC 15 48,06a 2820a  1,71c  11791d 1044b
IAC 13 40,56d  2338b  1,75¢  113,19d 09,37b
MOCOTO 4136d  2730a  1,52d  14621b 11,55a
IAC 12 45,18b  2535a  1,78c¢  106,12d 08,38 ¢
IAC 14 4533b  2426b  1,87b  102,58d 09,04 c
BAIANINHA 4390c 26,11a  1,69c 14975b 12,83 a
UFLAJ 4272¢  23,03b  1,86b  13442c¢ 1129a
OURODO VALE  40,55d 23,10b 175¢ 17687a 10,53b
CV (%) 5,05 7,51 7,45 8,74 8,35

DP=diametro polar dos estomatos; DQ=didmetro equatorial dos estomatos;
DE=densidade estomatica (estdmatos por mm’); FUN=funcionalidade estomatica;
[E=indice estomatico. Médias seguidas da mesma letra pertencem a um mesmo grupo
pelo teste de Scott-Knott (1974) para P<0,05
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O didmetro polar estd diretamente relacionado com o tamanho dos
estomatos (CASTRO et al.,, 2009) cujas caracteristicas ambientais sao
diretamente relacionadas com o didmetro polar, que pode diminuir em resposta a
deficiéncia hidrica (GRISI et al., 2008). Dessa forma, os estdomatos do genotipo
IAC 15 sdo maiores que os dos demais genotipos, € estdmatos maiores podem
ser associados com uma baixa densidade estomatica (Tabela 1), que indica
melhor adaptagdo desse genodtipo a condigdes de alta disponibilidade de agua e
menor radiagdo (BOEGER; WISNIEWSKI, 2003).

A reducao da transpiracdo pode ser associada a uma alta funcionalidade
estomatica, pois, os estomatos se tornam mais elipticos (CASTRO et al., 2009),
a reducdo da transpiragdo pode, ainda, ser associada a alta densidade estomatica
que, frequentemente, é observada em condigdes de maior quantidade de radiacao
e de menor disponibilidade de agua (CASTRO et al., 2009; SANTIAGO et al.,
2001; BOEGER; WISNIEWSKI, 2003; SOUZA et al., 2007).

Entre os gendtipos com maiores valores para funcionalidade e densidade
estomatica, portanto, destacam-se UFLA E, IAC 14 ¢ UFLA J. A maior média
observada no genotipo UFLA E (Tabela 1) é 28,30% superior aos genotipos
BAIANA, UFLA G e MOCOTO, que apresentaram menores médias para
funcionalidade estomatica, demonstrando que esse gendtipo apresenta estomatos
mais funcionais associados a alta densidade estomatica, sendo 45,89% superior
aos gendtipos BAIANA, UFLA H, IAC 15, IAC 13 e¢ BAIANINHA.
Constituem, claramente, um grupo que se adapta a condigdes de maior
disponibilidade de agua. O gendtipo UFLA E pode ser reconhecido como o que
possui caracteristicas xerofiticas para os estomatos ¢ o mais adaptado a
condig¢des de baixa disponibilidade de agua.

As caracteristicas xeromorfas da mandioca podem ter, em parte, uma
base genética em decorréncia da origem dessa espécie em regides quentes e

secas (ALLEM, 1994). Maiores densidade ¢ funcionalidade conferem ao
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gendtipo UFLA E alta adaptabilidade a ambientes xéricos. Essas caracteristicas
estdo frequentemente, associadas a esse tipo de ambiente (CASTRO et al., 2009;
GRISI et al., 2008). Segundo Cerqueira (1992), essa espécie demonstrou
plasticidade na densidade estomatica em condi¢des de deficiéncia hidrica e o
nivel de plasticidade foi diferente para as cultivares estudadas.

Portanto, alta densidade permite a abertura estomatica em menor espago
de tempo, ao permitir uma captacdo adequada de CO, e ao reduzir o tempo de
abertura dos estomatos. Consequentemente reduz a transpiragdo, permitindo,
assim, uma melhor adaptacdo do genoétipo UFLA E a condigdes de pouca
disponibilidade de agua.

Nessas condigdes, 0os genotipos com caracteristicas mais mesofiticas
(BAIANA, UFLA H, UFLA G, FIBRA, IAC 15, IAC 13, MOCOTO, IAC 12,
BAIANINHA e OURO DO VALE) nio sdao recomendados para condigdes
xéricas, com especial referéncia para os gendtipos UFLA G e OURO DO
VALE, que possuem alta densidade e estomatos pouco funcionais (Tabela 1) e
podem causar uma excessiva transpira¢ao para esses genotipos, dificultando suas
adaptagdes a essas condigdes.

O indice estomatico ¢ o investimento da planta na producdo de
estomatos, em relagdo ao total de células epidérmicas e esta diretamente
relacionado a densidade estomatica (Tabela 1). Segundo Cutter (1986), o indice
estomatico ¢é, razoavelmente constante, para uma dada espécie, sendo afetado em
grande parte somente pela umidade. Os gendtipos que apresentaram os maiores
valores para indice estomatico (UFLA G, UFLA E, MOCOTO, BAIANINHA e
UFLA J) sdao mais adaptados a ambientes com pouca disponibilidade de agua e
alta radiacdo solar, dando destaque aos genotipos UFLA E ¢ UFLA J que, em
analises anteriores, ja apresentavam caracteristicas a condi¢des xéricas.

Os estomatos em sec¢do paradérmica sdo classificados como paraciticos

em todos os gendtipos estudados e estdo localizados em depressdes da epiderme,
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caracteristicas de plantas xeromorfas (CASTRO et al., 2009; ESAU, 1974). A
presenca dos estdomatos em depressdes €, acentuadamente, mais evidente nos
genotipos UFLA E, TAC 14 ¢ UFLA J. Esse fato corrobora a maior xeromorfia
das folhas do gendtipo UFLA E em especial.

Essa caracteristica € interessante, pois, pode reduzir a transpiragao
nesses genodtipos, por reduzir a incidéncia de ventos, que podem ser diretamente
relacionados com a transpiragdo e por remover o vapor de agua da camada
limitrofe nas folhas, aumentando o déficit de pressao de vapor, promovendo um
aumento na transpiragdo (CASTRO et al., 2009; STRECK, 2003). Dessa forma,
o genotipo UFLA E se destaca com caracteristicas estomaticas para reduzir a
transpiracao, sendo o genotipo mais indicado para a utilizagao nessas condicdes,
destacando-se, ainda, os gendtipos IAC 14 e UFLA J.

O gendtipo UFLA E se destaca, também, com adaptagdes para reduzir a
perda de agua, com a epiderme adaxial 37,18% superior em espessura, em
relacdo ao grupo formado pelos gendtipos com caracteristicas mesofitas (Tabela
2). Esse padrio se repete nos genotipos IAC 14 ¢ UFLA J, que exibiram
caracteristicas xerofiticas em sec¢do paradérmica (Tabelas 1 ¢ 2 ). A espessura
da epiderme adaxial pode estar relacionada com as condi¢des de intensidade de
radiagdo ou das condi¢des hidricas (SOUZA et al., 2007; CASTRO et al., 2009),
atenuando a radiacdo incidente e a redugdo da taxa transpiratdria. Assim, 0s
genotipos UFLA E, IAC 14 e UFLA J, em associacdo com as caracteristicas
estomaticas (Tabela 1), podem ser mais tolerantes as condi¢cdes de seca ¢ a alta

intensidade luminosa.



Tabela 2 Caracteristicas dos tecidos foliares dos 13 genotipos de mandioca em secgdo transversal. UFLA, Lavras-MG,

2009

GENOTIPOS EAD EAB PP PE CT IVC FL
BAIANA 14,35b 17,72 a 119,22 b 73,88 a 5,09a 0,51d 122,03 a
UFLA H 12,49 b 18,02 a 090,35 ¢ 70,52 a 5,96 a 0,86 b 113,14 a
UFLA G 13,30 b 17,08 a 086,02 ¢ 52,78 b 6,16 a 1,06 a 092,99 b
FIBRA 18,26 a 18,02 a 092,82 ¢ 73,62 a 5,96 a 1,07 a 102,91 b
UFLA E 16,27 a 16,40 a 112,96 b 66,40 a 5,76 a 0,83b 120,21 a
IAC 15 14,17 b 15,19 a 113,78 b 66,78 a 5,38 a 0,62d 116,88 a
IAC 13 14,99 a 16,27 a 106,41 b 64,40 a 5,46 a 0,64d 121,68 a
MOCOTO 14,32 b 16,51 a 116,01 b 70,65 a 5,87a 0,75 ¢ 107,92 b
IAC 12 1593 a 15,60 a 139,86 a 76,72 a 6,38 a 0,83 b 114,80 a
IAC 14 15,39 a 16,70 a 120,72 b 70,08 a 5,89a 0,77 ¢ 103,00 b
BATANINHA 11,86 b 18,03 a 091,55 ¢ 54,42 b 5,71a 1,03 a 116,64 a
UFLAJ 14,95 a 17,88 a 116,26 b 81,58 a 6,74 a 0,85b 112,11 a
OURO DO VALE 13,39 b 16,10 a 094,80 ¢ 64,72 a 5,97 a 0,85b 107,67 b
CV (%) 13,65 13,07 9,74 13,31 17,71 13,24 10,24

EAD=espessura da epiderme da face adaxial, EAB=espessura da epiderme da face abaxial, PP=espessura do parénquima pali¢adico,
PE=espessura do parénquima esponjoso, CT=espessura da cuticula, IVC=indice de vulnerabilidade de Carlquist, FL=espessura do
floema. Médias seguidas da mesma letra pertencem a um mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott (1974) para P<0,05

89
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A epiderme abaxial pode ser menos responsiva as variagdes ambientais,
em relagdo a epiderme adaxial, em virtude da radiagdo ser diretamente incidente
sobre a epiderme adaxial (CASTRO et al., 2009) e a transpiragdo ocorrer,
principalmente, pela epiderme adaxial (STRECK, 2003). A epiderme abaxial
pode nao se modificar em diferentes condi¢cdes hidricas (GRISI et al., 2008).
Logo, como as plantas dos diferentes genotipos estavam em condigoes
semelhantes, ndo ocorreram diferencas na epiderme abaxial (Tabela 2),
demonstrando que, para esses genotipos, a epiderme adaxial pode ser mais
responsiva e relacionada com a aclimatiza¢do em condig¢des de déficit hidrico.

O genotipo IAC 12 obteve a maior média para o parénquima paligadico,
sendo 86,06% superior aos genotipos de menor valor para esta variavel (UFLA
H, UFLA G, FIBRA, BAIANINHA e¢ OURO DO VALE). Os genotipos
BAIANA, UFLA E, IAC 15, IAC 13, MOCOTO, IAC 14 ¢ UFLA J foram
40,34% maiores aos genotipos com menores espessuras de parénquima
palicadico (Tabela 2). Esses valores sdo associados aos de parénquima
esponjoso, que exibiu dois grupos, os quais possuem menores valores, formados
pelos gen6tipos UFLA G e BAIANINHA com valores 54,56% menores aos dos
demais gen6tipos (Tabela 2).

Diferentes gendtipos de café responderam de forma diferente ao estresse
hidrico, quanto as espessuras do parénquima paligadico e parénquima esponjoso
(GRISI et al., 2008). A parénquima paligadico esta diretamente relacionada com
a utilizagdo da radiagdo na fotossintese (CASTRO et al., 2009; ESAU, 1974) ¢ o
parénquima esponjoso esta diretamente relacionado com a fotossintese pela
captacdo de CO, (CASTRO et al., 2009; ESAU, 1974). Assim, os maiores
valores para parénquima pali¢adico e parénquima esponjoso podem conferir
maior capacidade fotossintética aos genotipos que as exibem, sendo um fator

favoravel em condi¢des de alta radiacao incidente.
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Em condi¢des de alta radiagdo, ocorre maior espessura das folhas, que esta
relacionada com o indice de esclerofilia (BOEGER; WISNIEWSKI, 2003) e
com folhas de sol (CASTRO et al., 2009; ESAU, 1974). O aumento da espessura
foliar pode causar maior capacidade fotossintética dessas folhas por promover
maior quantidade de espacos intercelulares e espago para alocagdo dos
cloroplastos, aumentando a fotossintese potencial (OGUCHI et al., 2003). A
plasticidade das folhas de mandioca, para aumentar o espago interno de difusdo
de CO,, foi relatado por El-Sharkawy et al. (1989).

Os maiores valores, portanto, para os parénquimas paligadico e
esponjoso podem ser relacionados, diretamente, com a fotossintese e com a
esclerofilia das folhas, que podem ser adaptadas a maiores condigdes de radiacao
e de deficiéncia hidrica, dando destaque para os genotipos UFLA E, IAC 14 e
UFLA J que, associados com as caracteristicas estomaticas, podem ser mais
eficientes para reduzir a transpiragéo e para aproveitar a radiacao incidente.

A espessura da cuticula esta diretamente relacionada com a redugdo da
transpiracdo excessiva (CASTRO et al., 2009), contudo, os gendtipos estudados
estavam nas mesmas condigdes, ndo ocorrendo diferencas endogenas, mas,
possivelmente, varidveis em condigdes de estresse. Pouca variagdo na cuticula
foi observada, também, por Zinsou et al. (2006) quanto a infeccdo por
patogenos.

O indice de vulnerabilidade de Carlquist esta, diretamente, relacionado
com uma maior eficiéncia do sistema vascular das plantas, podendo ser
utilizado, para inferir sobre a probabilidade de embolias no xilema, sendo
diretamente relacionado com o nimero ¢ didmetro dos vasos. Quanto menor a
razdo entre o didmetro de vasos e o seu niumero por mm?, maior ¢ a xeromorfia e
menor ¢ a vulnerabilidade do sistema hidraulico. (CASTRO et al., 2009;
CARLQUIST, 1975; HACKE; SPERRY, 2001).
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O indice de vulnerabilidade de Carlquist pode variar, de acordo com as
condi¢des ambientais, como a seca ¢ o alagamento, ¢ a sua redugdo esta
relacionada com melhores condigdes do xilema para a condutividade hidraulica
(CASTRO et al., 2009; PEREIRA et al., 2008). Os gendétipos que demonstraram
algumas caracteristicas xerofitas (UFLA E, IAC 14 e UFLA J) apresentaram
baixos valores para esta variavel que os genotipos com maiores médias (UFLA
G, FIBRA e BAIANINHA). Os valores para o grupo xerofitico foram 22,64%
menores (UFLA E e UFLA J) e 29,24% (IAC 14) que as maiores médias
(Tabela 2).

Esses dados corroboram uma melhor condig¢do dos genotipos UFLA E,
IAC 14 e UFLA J para ambientes xerofiticos que, frequentemente, podem levar
a embolia no xilema (HACKE; SPERRY, 2001) e, associados com as demais
caracteristicas, permitem a esses genotipos uma melhor adaptabilidade a essas
condi¢des. Contudo, os genodtipos com os maiores valores para o indice de
vulnerabilidade de Carlquist podem demonstrar uma tendéncia para melhor
adaptacdo em ambientes com grande disponibilidade de agua, pois, dessa forma,
o risco de embolias ou problemas de condutividade hidraulica pode ser reduzido.

O floema foi diferente para os genotipos (Tabela 2), formando dois
grupos, os com valores 31,23% maiores que os menores valores. O floema esta
diretamente relacionado com a translocagdo de fotosintatos das folhas para os
orgdos dreno (ESAU, 1974; CASTRO et al., 2009). Os gendtipos com o0s
maiores valores para essa caracteristica demonstram maior potencial para
translocacdo de fotoassimilados, podendo promover um maior desenvolvimento
das raizes, produto de principal interesse para a espécie. Destacam-se, nesse
aspecto, os genotipos UFLA E e UFLA J para os ambientes xerofiticos, ¢ os
gendtipos BAIANA, UFLA H, IAC 15, IAC 13, TAC 12 e BAIANINHA, para
os ambientes mesofiticos (Tabela 2), confirmando o potencial genético para a

aclimatizag@o em diferentes condi¢des como observado por NASSAR (1979).
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As folhas de todos os genoétipos exibem estrutura dorsiventral em secgido
transversal (Figura 1). As diferengas de espessura das folhas séo evidentes entre
os gendtipos, contudo, a estrutura basica se mantém em todos os genotipos. A
cuticula esta mais evidente na face adaxial, seguida de uma epiderme unisseriada
na face adaxial, parénquima pali¢adico, formado por uma camada de células
com poucos espagos intercelulares, parénquima esponjoso, formado por cinco
camadas de células, aproximadamente isodiamédricas, com espagos
intercelulares abundantes. A epiderme da face abaxial ¢ formada por uma
camada de células mais espessas que a da face adaxial, com papilas evidentes ¢ a
presenca de estdmatos localizados em depressdes formadas por desniveis na
epiderme (Figura 1). Essa descrigdo e padrdo da estrutura foliar, para os

gendtipos, estdo de acordo com a descrita para a espécie por Ueno e Agarie

(1997).
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Figura 1 Secgdes transversais das folhas de mandioca (Manihot esculenta).
ct=cuticula, ead=epiderme da face adaxial, eab=epiderme da face
abaxial, pp=parénquima palicadico, pe=parénquima esponjoso,
pl=papila. A=BAIANA, B=UFLA H, C=UFLA G, D=FIBRA,
E=UFLA E, F=IAC 15, G=IAC 13, H=EMOCOTO, I=IAC 12, J=IAC
14, K=BAIANINHA, L=UFLA J, M=OURO DO VALE. Barras=50
pm.
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Conclusoes

1. A estrutura interna dos 13 genétipos de mandioca (Manihot esculenta)
estudados exibe diferengas que podem se relacionar com a adaptabilidade
desses genoétipos aos diferentes ambientes.

2. Os gendtipos UFLA E, IAC 14 e UFLA J apresentam caracteristicas mais
xerofiticas, em relacdo aos demais gendtipos e sdo, potencialmente, mais
adequadas a ambientes com pouca agua e muita radiacao.

3. Os gendtipos BATIANA, UFLA H, UFLA G, FIBRA, TIAC 15, IAC 13,
MOCOTO, IAC 12, BAIANINHA ¢ OURO DO VALE apresentam
caracteristicas mais mesofiticas e, potencialmente, mais adequados para
regides de boa disponibilidade de 4gua e baixa radiagdo.

4. Os gendtipos nao diferem, com relagdo ao tipo e disposi¢do dos tecidos, no

limbo foliar.
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