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RESUMO

A mandioca (Manihot esculenta), popularmente conhecida como aipim, ¢ amplamente cultivada
em regiodes tropicais e subtropicais € ¢ uma das principais culturas alimentares. H4 um crescente
interesse em melhorar a mandioca para aplicacdo industrial, como a producdo de biocombustiveis
e etanol, tornando os Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) essenciais para a conservagio e
selecdo de gendtipos com caracteristicas agrondmicas e industriais desejaveis. Um aspecto pouco
explorado ¢ o fenotipo de subsessilidade foliar, presente em certos gendtipos de mandioca. A
hipotese € que esses genotipos podem oferecer vantagens em condigdes de campo devido ao
peciolo reduzido, o que pode resultar em uma distribui¢do mais eficiente de fotoassimilados e,
consequentemente, melhorar a produtividade. Essa caracteristica pode ser explorada no
desenvolvimento de variedades mais produtivas e resistentes, utilizando técnicas de edi¢ao génica.
O objetivo desta pesquisa foi caracterizar, descrever e comparar dois gendtipos de mandioca com
o fenotipo de subsessilidade foliar em niveis molecular, anatomico e fisiologico. As analises
moleculares, anatomicas e fisiologicas forneceram informagdes valiosas, aprimorando o
entendimento das implicagdes desse fenotipo. Os resultados das caracteristicas observadas no
campo e fisiologicas indicam que a subsessilidade foliar nos genotipos M1 e M2 influencia a
arquitetura do dossel da planta, resultando em uma configuragdo do tipo "bouquet” com
sobreposi¢do de folhas. Essa configuragao demonstrou maior eficiéncia na captagdo de luz, com
maior teor de clorofila a e b, sugerindo maior potencial fotossintético e possivelmente uma maior
densidade de plantas por hectare. Além disso, foi identificado um gradiente de crescimento
exclusivo nesses genotipos subsésseis que requerem investigagdes mais detalhadas sobre os
fatores hormonais envolvidos nesse processo. As analises moleculares revelaram que, apesar das
semelhancas nos padrdes fenotipicos, nao foi identificado um padrao especifico de background
genético associado ao fendtipo de subsessilidade foliar, indicando que essa variagdo pode ocorrer
espontaneamente em qualquer gendtipo ou variedade. Além disso, foram observadas diferencas
notaveis na anatomia dos peciolos curtos estabilizados, com a presenca de uma estrutura shell-
like, circundada por células do parénquima de preenchimento/fundamental e a auséncia de
cambio. Esses resultados sugerem que a variagdo encontrada nos genotipos com subsessilidade
foliar pode estar associada a respostas diferenciais a fatores edafoclimaticos, mas sdo necessarios
ensaios complementares para uma explicacdo mais completa. A compreensdo dos fatores

genéticos que controlam esse fenotipo ¢ fundamental para o melhoramento genético da cultura.



Pesquisas adicionais no nivel do transcriptoma e proteoma desses genétipos podem contribuir
para mapear os fatores genéticos responsaveis pelo fenoétipo de subsessilidade, abrindo caminho
para a expansdo das potencialidades dessa cultura através de Técnicas Inovadoras de

Melhoramento de Precisao (TIMPs).

PALAVRAS-CHAVE: Mandioca. Melhoramento genético. Peciolo. Fisiologia vegetal.

Mutagoes.



ABSTRACT

The cassava (Manihot esculenta), commonly known as yuca or manioc, is extensively cultivated
in tropical and subtropical regions and is one of the primary food crops. There is a growing
interest in improving cassava for industrial applications, such as the production of biofuels and
ethanol, making Active Germplasm Banks (AGBs) essential for conserving and selecting
genotypes with desirable agronomic and industrial characteristics. One aspect that has been
relatively unexplored is the foliar subsessility phenotype, which is present in certain cassava
genotypes. The hypothesis is that these genotypes may offer advantages in field conditions due to
their reduced petiole size, leading to a more efficient distribution of assimilates and, consequently,
improved productivity. This characteristic can be leveraged in the development of more
productive and resistant varieties using gene editing techniques. The objective of this research
was to characterize, describe, and compare two cassava genotypes with the foliar subsessility
phenotype at the molecular, anatomical, and physiological levels. Molecular, anatomical, and
physiological analyses provided valuable information, enhancing the understanding of the
implications of this phenotype. The results from field and physiological observations indicate that
foliar subsessility in genotypes M1 and M2 influences the plant's canopy architecture, resulting in
a "bouquet" configuration with overlapping leaves. This configuration demonstrated higher light
capture efficiency, with higher levels of chlorophyll a and b, suggesting greater photosynthetic
potential and possibly a higher plant density per hectare. In addition, a unique growth gradient
was identified in these subsessile genotypes that require more detailed investigations into the
hormonal factors involved in this process. Molecular analyses revealed that, despite similarities in
phenotypic patterns, no specific background genetic pattern was identified associated with the
foliar subsessility phenotype, indicating that this variation may occur spontaneously in any
genotype or variety. Furthermore, notable differences were observed in the anatomy of stabilized
short petioles, including the presence of a shell-like structure surrounded by filling/fundamental
parenchyma cells and the absence of cambium. These results suggest that the variation found in
genotypes with foliar subsessility may be associated with differential responses to edaphoclimatic
factors, but further complementary assays are needed for a more comprehensive explanation.
Understanding the genetic factors that control this phenotype is crucial for the genetic
improvement of the cassava crop. Additional research at the transcriptome and proteome levels of

these genotypes can contribute to mapping the genetic factors responsible for the subsessility



phenotype, paving the way for expanding the potential of this crop through Innovative

Techniques in Precision Breeding (ITPBs).

KEYWORDS: Cassava. Genetic breeding. Petiole. Plant physiology. Mutations
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Fig. 1 Caracterizagdo fenotipica de seis genotipos de M. esculenta contrastantes para a
caracteristica de crescimento peciolar em folhas expandidas. (A) Imagens representativas dos
grupos de genotipos com peciolo curto (M1 e M2) e peciolo longo (C4 e C2). (B) Imagem
representativa da morfologia do peciolo curto. (C) Média fenotipica do comprimento do peciolo
nos genotipos M1, M2, C1, C2, C3 e C4 cultivados em campo por seis meses. Os valores sdo a
média £ desvio padrdo de trés repeticdes bioldgicas e cinco repetigdes técnicas. Nivel de

significancia teste Scott-Knott, p-value 0,05

Fig. 2 Dendrograma de seis genotipos de M. esculenta contrastantes para o fendtipo de
subsessilidade foliar obtido a partir da analise de marcadores moleculares rep-PCR. (A) Perfil de
bandas amplificadas com cada um dos marcadores (REP, BOX, ERIC). (B) Indice de
dissimilaridade de Jaccard pelo método de agrupamento UPGMA

Fig 3 Dendrograma de seis gendtipos de M. esculenta contrastantes para o fendtipo de
subsessilidade foliar obtido a partir da andlise de marcadores moleculares IRAP. (A) Perfil de
bandas amplificadas com cada um dos marcadores (AYF3, AYF5, AYF8 ¢ AYF9). (B) Indice de
dissimilaridade de Jaccard pelo método de agrupamento UPGMA

Fig. 4 Catacterizagdo fenotipica do gradiente de crescimento peciolar dos genotipos contrastantes
M1, M2 e C4. (A) Imagem ilustrativa para representar os peciolos que foram avaliados em cada
nd. (B) Perfil do gradiente de crescimento peciolar até a completa estabilizacdo do fendtipo de
subsessilidade nos genotipos M1 e M2. As plantas foram cultivadas em solo e as medi¢des foram
conduzidas 28 dias ap0ds as primeiras brotagdes. O experimente foi realizado com trés repeticoes
biologicas e trés repeticdes técnicas. (C) Arquitetura do dossel do gendtipo M1, caracterizada
como tipo ‘bouquet’. (D) Arquitetura do dosel do gendtipo M2. (E) Imagem comparativa para
representar as diferencas morfologicas entre o gendtipo de peciolo curto (M1) e peciolo longo
(C4H

Fig. 5 Sec¢do transversal de microestruturas do peciolo nos genétipos M1, M2 e C4. (A)
Representagdo esquematica do perfil do gradiente de subsessilidade foliar. PL: peciolo longo. PI:

peciolo intermediério. PC: peciolo curto. Gendtipos analisados (B) M1, (C) M2 e (D) CA4.
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Ep:epiderme. Co:colénquima. Fv: Feixes vasculares. Fl:floema. X:xilema. M:medulla. Cv:cambio

vascular. Pc:parénquima cortical

Fig. 6 Seccdo transversal de microestruturas da nervura foliar central e lamina foliar nos
genodtipos M1, M2 e C4. (A) Representacdo esquematica dos pontos de coleta. NCF: nervura
central foliar. LF: lamina foliar. Gendtipos analisados (B) M1, (C) M2 e (D) C4. Est: estomato.
Pp: parénquima paligadico. Pl: parénquima lacunoso. Ep: epiderme. Co: colénquima. Fv: feixes

vasculares. Ps: papilas

Fig. 7 Determinacao dos indices de clorofila, flavonoides e balango de nitrogénio em genotipos
contrastantes para o desenvolvimento peciolar. As andlises foram conduzidas em plantas com
quatro meses de idade cultivadas em campo experimental. Imagens representativas das plantas
em campo experimental (A) genodtipo M1 e (B) gendtipo C4. Média dos indices fisiologicos (C)
Indice de clorofila total (ChT). (D) Indice de clorofila B (ChB). (E) indice de flavonoides (Flav).
(F) Indice de clorofila A (Ch4). (G) Relagdo do indice de clorofila A/ indice de clorofila A4
(ChA4/ChB). (H) indice do balango de nitrogénio. Nivel de significancia teste de Tukey, p-value
0,05

Fig. 8 Andlise da temperatura foliar minima e méaxima dos geno6tipos (A) M1, (B) M2 e (C) C4.
As andlises de temperatura foliar foram conduzidas em plantas com quatro meses de idade. (B)
Grafico com as médias obtidas da temperatura maxima foliar de cada gendtipo. Os valores sdo a
média £ desvio padrdo de trés repeticdes bioldgicas e cinco repetigdes técnicas. Nivel de

significancia teste Scott-Knott, p-value 0,05

Fig. S1 Comparativo da senescéncia das folhas C4 e M2. Imagem (A) folhas caidas no chao. (B)

M2- Folhas secas presas no caule

Fig. S2 (A) Gradiente de crescimento peciolar no gendtipo M1. (B) Imagem ampliada do
fenotipo de subsessilidade estabilizado em folhas expandidas 28 dias ap6s as primeiras brotacoes
do gendtipo M1. (C) Imagem ampliada do fenotipo de concavidade observado nafase adaxial do

peciolo curto dos gendtipos com subsessilidade.
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1. INTRODUCAO GERAL

A espécie Manihot esculenta (Crantz), conhecida popularmente como mandioca, aipim,
ou macaxeira, ¢ uma planta que produz raizes tuberosas pertencente a familia Euphorbiaceae,
considerada uma das principais culturas alimentares em regides tropicais e subtropicais do mundo
(DA COSTA NUNES et al., 2021; DE CARVALHO et al., 2022). Os clevados teores de
carboidrato a tornam uma boa fonte de energia, servindo de base alimentar para mais de 800
milhdes de pessoas em todo o globo terrestre (DE CARVALHO et al., 2022; DOS SANTOS et
al., 2022, GLEADOW et al, 2023).

O Brasil € o centro de origem e diversidade da mandioca. Estudos apontam o sudoeste da
Bacia Amazonica como a localizagdo da domesticacao e dispersao da espécie a mais de 6000 mil
anos (DA COSTA NUNES et al., 2021; AMELEWORK at al., 2022; GLEADOW et al, 2023).
Em virtude da domesticagdo, a espécie, ao longo do tempo, se divergiu numa gama de diferentes
gendtipos, facilitada principalmente pela dispersdo assexuada. Estima-se que haja pelo menos
mais de 7000 variedades distribuidas pelo mundo (MUHLEN et al., 2000; BARROS, 2011). Ao
longo de sua dispersao, a mandioca se tornou altamente adaptada, conseguindo produzir mesmo
em ambientes adversos, como em solos nutricionalmente pobres, acidos e secos(EL-

SHARKAWY et al., 1989; GLEADOW et al, 2023) bem tipicas de algumas regides do Brasil.

Atualmente o Brasil ocupa a quinta posicdo no ranking de maiores produtores de
mandioca (DE CARVALHO et al., 2022). A regido norte se destaca como a principal regido
produtora, com renfimento de aproximadamente 640 t/ha em 2018 (FAO, 2017). Em 2020, a
safra brasileira alcancou 18,96 milhdes de toneladas, com uma leve queda em 2021 devido aos
precos baixos. A expectativa para 2022 ¢ que a produgdo se mantenha em torno de 18 milhdes de

toneladas, distribuidas em 1,24 milhdes de hectares (IBGE, 2018; IBGE, 2019; CONAB, 2022).

No estado do Espirito Santo, o cultivo da mandioca ¢ predominantemente realizado por
pequenos produtores e agricultores familiares. O municipio de Santa Leopoldina-ES se destaca na
producdo, sendo responsavel por cerca de 40,16% da distribuicao de raizes no estado, envolvendo

200 familias agricultoras e gerando emprego e renda para a regiao (INCAPER, 2017).
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A propagacao da mandioca ocorre principalmente por meio da reproducdo assexuada,
através do plantio de manivas, das quais surgem os brotos e raizes, sendo a agricultura familiar
uma das principais fontes para a produ¢io dessa raiz (RUSCHER et al., 2021). Essa pratica de
propagagdo permite que os pequenos agricultores fixem ao longo do tempo os genoétipos de
interesse, selecionando as plantas com melhor desempenho no campo, gragcas aos mecanismos
evolutivos comomutagdes, migragdo, hibridacao e introgressao(GLEADOW et al, 2023) que
resultam na diversificagdao das populacdes (COSTA et al., 2013)

A presenca de varios genotipos dentro de uma lavoura ocorre devido a uma pratica
comum entre os agricultores: a troca de manivas. Essa troca de manivas ocorre desde as
comunidades tradicionais antigas e permanece até hoje. Embora inconsciente, tal pratica ¢
considerada como o principal meio de dispersdo e diversidade da cultura de mandioca pelo

mundo (EMPERAIRE; PERONI, 2007; COSTA et al., 2019).

Nas ultimas décadas, devido as suas caracteristicas agronomicas desejaveis, o cultivo da
mandioca tem sido amplamente estudado para fins industriais (COOPER et al., 2007). Além de
ser amplamente utilizada no setor alimenticio humano (raiz) e animal (folhas) (ONI et al, 2010), a
mandioca tem mostrado promissor potencial na industria petrolifera. Estudos t€ém demonstrado
avangos significativos no uso da mandioca para a produ¢do de biocombustiveis e etanol (LU et al.,

2011).

Para atender as demandas da industria, ¢ necessario realizar pesquisas ¢ preservar toda
essa diversidade. Os Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) desempenham um papel importante
nesse contexto, permitindo a conservacao e sele¢do de genodtipos com caracteristicas agrondmicas
e industriais de interesse. Essa estratégia nao apenas preserva a diversidade genética, mas
também contribui para a manutencdo da agricultura moderna, que demanda variedades mais
resistentes a fatores bidticos e abiodticos, mantendo as caracteristicas importantes que maximizam
a produtividade e os valores nutricionais da cultura da mandioca (GOMES et al., 2007;

ALBUQUERQUE, 2017).

Nesse contexto, varios avangos na area da genética e quimica vém preenchendo as lacunas
quanto ao melhoramento da mandioca nos ultimos anos, como: deteccdo do gene que confere o

amido ceroso em M. esculenta, (DO CARMO et al., 2020); qualidade da pasta do amido (DOS
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SANTOS et al., 2022); deteccao de genotipos com altos valores nutricionais, como: carotendides
(POSADA et al, 2006; CASTRICINI et al., 2014), &acido ascoérbico (COUTO, 2013;
CASTRICINI et al, 2014) e sacarose (CARVALHO et al., 2004).

No Brasil, boa parte das pesquisas relacionadas ao cultivo da mandioca ¢ desenvolvida
pela Embrapa Mandioca e Fruticultura — Cruz das Almas — BA. Fora do Brasil, a Colombia
possui um dos mais importantes BAG do mundo, mantido pelo Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT), o qual vem desenvolvendo muitas pesquisas em torno de
melhoramento e qualidade da mandioca, visando melhores teores de amido (HOWELLER, 2008;

PEREZ et al., 2008).

O CIAT, com apoio de varias instituigdes internacionais, visando obter diferentes teores
de amido por meio da expressao de alelos recessivos nos acessos de elite do seu BAG, iniciou,
desde 2004, pesquisas voltadas ao melhoramento por cruzamento entre parentais e
autofecundagdes, obtendo varios acessos diferentes. Apos anos promovendo a autopolinizagdo,
essas pesquisas provaram-se promissoras, obtendo-se um genoétipo sem amilose em suas raizes
(CEBALOS et al., 2007) e um outro acesso que apresentava um fenotipo com peciolo curto (que
pode ser descrito também como fenotipo de folhas subsésseis) e arquitetura ereta. Esta tltima ¢ a
principal descricdo do fendtipo observado em acessos que apresentavam o peciolo curto em M.

esculenta.

Existem relatos de gen6tipos de mandioca que apresentam o fen6tipo de folhas subsésseis
entre os agricultores brasileiros. Alguns desses gendtipos tém sido mantidos por comunidades
tradicionais por anos sem estudos, e outros vém sendo mantidos pela Embrapa Mandioca e
Fruticultura e pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG) (COUTO,
2013; CASTRICINI et al., 2014), sendo esses denominados popularmente pelos agricultores
locais como Aipim Abacate, devido a intensa coloracdo verde escura das folhas e aspecto mais
coridceo. Embora algumas pesquisas incluam a descricdo de alguns gendtipos com peciolo curto
nas investigagdes como nos trabalhos de Couto (2013) e Castricini et al (2014), a mengao a
subsessilidade foliar ou a associagdo dos resultados obtidos com o fen6tipo nao aparece nos
respectivos estudos. Esses achados evidenciam que, por muito tempo, pouca aten¢do tem sido

direcionada a esse fenotipo, refletindo na escassez de informagdes sobre a sua significancia
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biologica e implicagdes para o desempenho agrondmico desses genotipos.

Para ampliar as informagdes acerca da subsessilidade foliar em M. esculentae
compreender as potenciais implicacdes dessa variacdo sob alguns parametros fisioldgicos,
bioquimicos e anatdmicos serdo conduzidas analises comparativas entre gendtipos contrastantes
para o comprimento peciolar. Neste estudo, a abordagem polifasica, que inclui caracterizacdo
molecular, anatdOmica, bioquimica e fisioldgica podera fornecer uma descricio de base dos

gendtipos com folhas subsésseis.

A hipotese central deste estudo é que os genotipos com fenotipo de subsessilidade foliar
possuem vantagens em condi¢des de campo devido ao seu peciolo reduzido, o que pode resultar
em uma distribui¢do mais eficiente de fotoassimilados, gracas a um menor percurso entre a fonte
e o dreno. Essa suposicdo ¢ baseada em dados semelhantes encontrados em soja com peciolo
curto (LIU et al., 2019; BAO et al., 2019), fornecendo indicios de que essa caracteristica pode
beneficiar a estrutura do dossel, aumentar a eficiéncia de sombreamento, aumentar a densidade de
plantas por metro quadrado no campo e melhorar a produtividade devido a uma capacidade

fotossintética aprimorada.

Essas informagdes sdo valiosas para futuros estudos na area de melhoramento genético de
M. esculenta. Compreender as peculiaridades desses gendtipos com subsessilidade foliar pode
abrir novas possibilidades para o desenvolvimento/adaptacdo de de variedades convencionais
mais produtivas e resistentes com ferramentas de edicao génica. Esse estudo servird de base para
maximizar o rendimento das culturas e enfrentar os desafios ambientais que afetam a producdo de

M. esculenta.
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2. OBJETIVO GERAL

Caracterizar e¢ descrever em niveis molecular, anatomico e fisiologico genoétipos de

mandioca (Manihot esculenta) que apresentam fenotipo de subsessilidade foliar.
2.1 Objetivos Especificos
° Caracterizar fenotipicamente gendtipos de M. esculenta que possuem folhas subsesséis;

° Caracterizar em nivel molecular gendtipos de M. esculenta contrastantes quanto ao

comprimento do peciolo, utilizando rep-PCR e IRAP-PCR;

° Investigar particularidades anatomicas entre gendtipos de M. esculenta contrastantes

quanto ao comprimento do peciolo;

° Mensurar parametros fisiologicos e bioquimicos em genétipos de M. esculenta

contrastantes quanto ao comprimento do peciolos.



19

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AMELEWORK, A. B.; BAIRU, M. W. Advances in genetic analysis and breeding of
cassava (Manihot esculenta Crantz): A review. Plants, v. 11, n. 12, 2022.

BAO, A.; CHEN, H.; CHEN, L.; CHEN, S.; HAO, Q.; GUO, W.; QIU, D.; SHAN, Z.; YANG,
Z.; YUAN, S.; ZHANG, C.; ZHANG, X.; LIU, B.; KONG, F.; LI, X.; ZHOU, X.; TRAN, L.-
SON P.; CAO, D. CRISPR/Cas9-mediated targeted mutagenesis of GmSPL9 genes alters plant
architecture in soybean. BMC plant biology, v. 19, n. 1, p. 131, 2019.

CARVALHO, L. J. C. B.; DE SOUZA, C. R. B.; DE MATTOS, C.; .J. C.; JUNIOR, C. B,
CAMPOS, L. Identification and characterization of a novel cassava (Manihot esculenta Crantz)

clone with high free sugar content and novel starch. Plant molecular biology, v. 56, n. 4, p.
643-659, 2004.

CASTRICINI, A; RODRIGUES, G V; JESUS, A M; SERPA, M. F. P. Caracteriza¢ao de raizes
de gendtipos de mandioca produzidos no semidrido de Minas Gerais. Revista Raizes e Amidos
Tropicais Unesp, v. 10, n. 1808— 981X, p. 23-37, 2014.

CEBALLOS, H.; SANCHEZ, T.; MORANTE, N.; FREGENE, M.; DUFOUR, D.; SMITH, A.
M.; DENYER, K.; PEREZ, J. C.; CALLE, F.; MESTRES, C. Discovery of an amylose-free
starch mutant in cassava (Manihot esculenta Crantz). Journal of agricultural and food
chemistry, v. 55, n. 18, p. 7469-7476, 2007.

Conab - Histérico mensal mandioca. Disponivel em: <https://www.conab.gov.br/info-
agro/analises-do-mercado-agropecuario-e-extrativista/analises-do-mercado/historico-mensal-de-
mandioca>. Acesso em: 3 jul. 2023.

COUTO, E. M. Caracterizacao De Cultivares De Mandioca Do Semi-Arido Mineiro. 2013.
118 f. Tese (Doutorado em Ciéncias dos Alimentos). Universidade Federal de Lavras- MG,
Lavras, MG, 2013.

COOPER, D.; DOUCET, L.; PRATT, M. Understanding in multinational organizations. Journal
of Organizational Behavior, v. 28, n. 3, p. 303-325, 2007.

DA COSTA, T. R.; FILHO, P. S. V.; GONCALVES-VIDIGAL, M. C.; GALVAN, M. Z.;
LACANALLO, G. F. O; DA SILVA, L. I.; KVITSCHAL, M. V. Genetic diversity and
population structure of sweet cassava using simple sequence repeat (SSR) molecular
markers. African journal of biotechnology, v. 12, n. 10, p. 1040-1048, 2013.

DA COSTA NUNES, E.; UARROTA, V. G.; MORESCO, R.; MARASCHIN, M.;DA COSTA
NUNES, E.; UARROTA, V. G.; MORESCO, R.; MARASCHIN, M. Physico-chemical profiling
of edible or sweet cassava (Manihot esculenta Crantz) starches from Brazilian germplasm. Food
bioscience, v. 43, n. 101305, p. 101305, 2021.

DE CARVALHO, R. R. B.; MARMOLEJO CORTES, D. F.; BANDEIRA E SOUSA, M.; DE
OLIVEIRA, L. A.; DE OLIVEIRA, E. J. Image-based phenotyping of cassava roots for diversity
studies and carotenoids prediction. PloS one, v. 17, n. 1, p. €0263326, 2022.



20

CARVALHO, L. J. C. B.; DE SOUZA, C. R. B.; DE MATTOS CASCARDO, J. C.; JUNIOR, C.
B.; CAMPOS, L. Identification and characterization of a novel cassava (Manihot esculenta
Crantz) clone with high free sugar contentand novel starch. Plant molecular biology, v. 56, n. 4,
p. 643659, 2004.

DO CARMO, C. D.; E SOUSA, M. B.; BRITO, A. C.; DE OLIVEIRA, E. J. Genome-wide
association studies for waxy starch in cassava. Euphytica; Netherlands journal of plant
breeding, v. 216, n. 5, 2020.

DOS SANTOS, C. S.; SOUSA, M. B.; BRITO, A. C.; DE OLIVEIRA, L. A.; CARVALHO, C.
W. P.; DE OLIVEIRA, E. J. Genome-wide association study of cassava starch paste properties.
PloS one, v. 17, n. 1, p. €0262888, 2022.

EMPERAIRE, L.; PERONI, N. Traditional management of agrobiodiversity in Brazil: A case
study of manioc. Human ecology: an interdisciplinary journal, v. 35, n. 6, p. 761-768, 2007.

EL-SHARKAWY, M. A.; COCK, J. H.; PORTO, M. C. M. Caracteristicas fotossintéticas da
mandioca (Manihot esculenta Crantz).Rev. Bras. Fisiol. Vegetal, v. 1, n. 2, p. 143-154, 1989.

FAO, 2018. Food Outlook: Biannual reporton global food markets— November 2018.
Disponivel em:< http://www.fao.org >. Acesso em: 10. dez. 2018.

GLEADOW, R.; MAHER, K.; CLIFF, J. Cassava. Current biology: CB, v. 33, n. 10, p. R384—
R386, 2023.

GOMES, C. N. Divergéncia genética entre clones de mandioca estimada por meio de caracteres
agrondmicos. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MANDIOCA, 12, 2007. Paravai,
Anais.Paravai: Revista Raizes e Amidos Tropicais (CERAT - UNESP), 2007.

HOWELER, R. H. (ED.). Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) 2008. Um novo
futuro para a mandioca na Asia. Seu uso ¢ um alimento liberado e combustivel para beneficiar os
pobres. CIAT, Programa Mandioca, Bangkok, TH. 803 p

IBGE - INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. Levantamento
Sistematico da producao Agricola-LSPA. Disponivel em:
<ftp://ftp.ibge.gov.br/Producao_Agricola/Levantamento_Sistematico_da Producao Agricola[me
nsal]/Fasciculo/Ispa_201701.pdf.

INCAPER (INSTITUTO CAPIXABA DE PESQUISA, ASSISTENCIA TECNICA E
EXTENSAO RURAL). Santa Leopoldina ¢ destaque na comercializacio de mandioca, 2016.
Disponivel em:  https://incaper.es.gov.br/Not%C3%ADcia/santa-leopoldina-e-destaque-na-
comercializacao-de-mandioca. Acesso em 27 de julho 2022.

LIU, M.; WANG, Y.; GAL J.; BHAT, J. LI, Y.; KONG, J.; ZHAO, T. Genetic analysis and gene
mapping for a short-petiole mutant in soybean (Glycine max (L.) Merr.). Agronomy (Basel,
Switzerland), v. 9, n. 11, p. 709, 2019.

MUHLEN, G. S.; MARTINS, P. S.; ANDO, A. Variabilidade genética de etnovariedades de



21

mandioca, avaliada por marcadores de DNA. Scientia Agricola, v. 57, n. 2, p. 319-328, 2000.

OLSEN, K. M. SNPs, SSRs e inferenceoncassava’s origin. Plant Molecular Biology, v. 56, n. 4,
p. 517-526, 2004.

ONI, A. O.; ARIGBEDE, O M.; ONI, O.; ONWUKA, C. F. I.; ANELE, U. Y; ODUGUWA, B
O; YUSUF, K O. Effects of feeding different levels of dried cassava leaves (Manihot esculenta
Crantz) based concentrates with Panicum maximum basal on the performance of growing West
African Dwarf goats. Livestock science, v. 129, n. 1-3, p. 24-30, 2010.

PEREZ, C. J.; CALLE, F.; MORANTE, N.; CEBALLOS, H.; MAFLA, G.; DEBOUCK, D ;
BECERRA, A. L. Initial description of a mutation affecting plant architecture in
cassava.Disponivel em: <https://core.ac.uk/download/132668511.pdf>. Acesso em: 3 jul. 2023.

RUSCHER, D.; CORRAL, J. M.; CARLUCCIO, A. V.; KLEMENS, P. A. W.; GISEL, A ;
STAVOLONE, L.; NEUHAUS, H. E.; LUDEWIG, F.; SONNEWALD, U.; ZIERER, W. Auxin
signaling and vascular cambium formation enable storage metabolism in cassava tuberous
roots. Journalof experimental botany, v. 72, n. 10, p. 3688-3703, 2021.



22

Artigo a ser submetido para publica¢do no periddico Physiology and Molecular Biology of Plants
(PMBP).

CARACTERIZACAO MOLECULAR, ANATOMICA E FISIOLOGICA DE GENOTIPOS
DE Manihot esculenta (Crantz) COM SUBSESSILIDADE FOLIAR

Serli de O. Cabral'; Wilian R. Ribeiro'; Dalila da C. Gongalves'; Laiane S. Maciel'; Thamyres da
S. Cardoso'; Marcia F. Ferreira'; Elisandra da S. Souza?, Willian B. Moraes', Dimmy Herllen

S. G. Barbosa?; Eder de S. Martins*; Wagner C. Otoni2, André da S. Xavier't.

'Universidade Federal do Espirito Santo, Departamento de Agronomia, Alegre, ES, 29500-000.
2Universidade Federal do Vigosa, Departamento de Biologia Vegetal, Vigcosa, MG, 36570-900.
SEmbrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, Cruz das Almas, BA, 44380-000.

+Autor correspondente: André da Silva Xavier

Fone: (+55-31) 99100-0429; E-mail: andre.s.xavier@ufes.br



23

RESUMO

Dentre as culturas de subsisténcia mais importantes no mundo, a mandioca ¢ uma das
mais distribuidas fontes de alimento, sendo amplamente cultivada em diversos paises € muito
utilizada pela induastria alimenticia humana e animal. O objetivo da presente pesquisa foi
caracterizar, descrever e comparar em niveis molecular, anatomico e fisioldgico dois genotipos de
mandioca (Manihot esculenta) que apresentam o fenotipo de subsessilidade foliar, contrastante
com os padrdes de variedades convencionais. As analises moleculares utilizando as técnicas rep-
PCR e IRAP-PCR forneceram informagdes valiosas e revelaram que os gendtipos variantes com
folhas subsesséis sdo geneticamente distintos, apesar de compartilharem o fenotipo de
subsessilidade, o que sugere que essa variagao pode estar difundida em diferentes backgrouds
genéticos da espécie. As andlises anatomicas das folhas e dos peciolos revelaram alteracdes
significativas nos genotipos de peciolo curto (M1 e M2) em comparacdo com o genétipo de
peciolo longo (C4). Essas alteragdes incluiram a presenca abundante de papilas e um parénquima
lacunoso mais espesso, além de um mesofilo hiposestomatico com estdmatos presentes apenas na
parte adaxial. Nos peciolos curtos estabilizados, os feixes vasculares foram isolados em uma
estrutura shell-like, semelhante a uma concha, e circundados por células do parénquima de
preenchimento/fundamental, ¢ o cambio ndo foi identificado. Esses resultados em conjunto
sugerem que a variagdo encontrada nos genotipos com subsessilidade foliar pode estar associada
a uma resposta diferencial a fatores edafoclimaticos, mas ainda sdo necessarios ensaios
complementares para uma concreta explanagcdo. A andlise fisioldogica demonstrou que os
gendtipos com peciolo curto apresentaram uma resposta semelhante a plantas sujeitas a
sombreamento parcial, com um aumento nos niveis totais de clorofila, especialmente na clorofila
b, e um equilibrio de indice de nitrogénio mais elevado em comparacdo com 0s genotipos
convencionais. Isso indica uma possivel prote¢do dos mesmos a condi¢des de maior exposicao a
luz, causada pelo sombreamento natural resultante do menor tamanho dos peciolos e da
arquitetura de dossel resultante, tipo ‘bouquet’. Pesquisas adicionais em nivel do transcriptoma e
proteoma desses genotipos variantes, serdo fundamentais para o mapeamento do(s) fatore(s)
genético(s) que controlam esse fendtipo em M. esculenta, no intuito de expandir as
potencialidades dessa cultura através da modulagdo do desenvolvimento peciolar mediante

Técnicas Inovadoras de Melhoramento de Precisdao (TIMPs).
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ABSTRACT

Among the most important subsistence crops in the world, cassava is one of the most
distributed food sources, being widely cultivated in several countries and widely used by the
human and animal food industry. The objective of this research was to characterize, describe and
compare at molecular, anatomical and physiological level two cassava (Manihot esculenta)
genotypes that present a leaf subsessility phenotype, contrasting with the patterns of conventional
varieties. Molecular analyzes using the rep-PCR and IRAP-PCR techniques provided valuable
information and revealed that variant genotypes with subsessile leaves are genetically distinct,
despite sharing the subsessile phenotype, which suggests that this variation may be widespread in
different genetic backgrounds of the species. Anatomical analysis of leaves and petioles revealed
significant changes in the short-petiole genotypes (M1 and M2) compared to the long-petiole
genotype (C4). These alterations included the abundant presence of papillae and a thicker spongy
parenchyma, in addition to a hypostomatic mesophyll with stomata present only in the adaxial
part. In the short petioles stabilized, the vascular bundles were isolated in a shell-like structure,
similar to a shell, and surrounded by medullary cells, and the vascular cambium was not
identified. These results together suggest that the variation found in genotypes with leaf
subsessility may be associated with a differential response to edaphoclimatic factors, but further
tests are still needed for a concrete explanation. Physiological analysis demonstrated that short
petiole genotypes showed a similar response to plants subjected to partial shading, with an
increase in total chlorophyll levels, especially chlorophyll b, and a higher nitrogen index balance
compared to conventional genotypes. This indicates a possible protection of them from
conditions of greater exposure to light, caused by natural shading resulting from the smaller size
of the petioles and the resulting canopy architecture, type 'bouquet'. Additional research on the
transcriptome and proteome of these variant genotypes will be fundamental for mapping the
genetic factors that control this phenotype in M. esculenta, with the aim of expanding the
potential of this culture through modulation of the petiole development through Innovative

Techniques of Improvement of Precision (TIMPs).

KEYWORDS: Cassava. Variability. Petiolar Length. Canopy architecture. Agriculture.
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1. INTRODUCAO

As plantas de uma maneira geral, possuem estruturas similares como folhas e
peciolos, porém essas estruturas divergem dentro de cada espécie. O espaco entre as folhas
e o caule ¢ denominado como peciolo. O comprimento peciolar influencia na arquitetura do
dossel da planta, além do angulo do peciolo da folha e na capacidade de ramificagao.
Como reflexo, a produtividade de algumas culturas depende da arquitetura do dossel,
considerada uma importante caracteristica agrondmica, que sustenta o aumento da
fotossintese por intermédio de uma eficiente captagdo de luz (ISODA; MORI, 2015;
MWANAMWENGE; SIDDIQUE,1997; THOMAS; RAPER, 1985; NIINEMETS; FLECK,
2002). O peciolo participa como uma estrutura chave para o transporte e distribuicao de
aguas e solutos e de fotoassimilados, promovendo o desenvolvimento da planta (HUA-WEI,

2022).

Em muitas plantas, o comprimento do peciolo tende a ser elevado para permitir
uma melhor arquitetura do dossel e evitar sombreamento pelas folhas vizinhas, o que
facilita a fotossintese (LI et al., 2021). No entanto, em certas espécies como Glycine max, a
descoberta dos genes LPSI e LPS3, juntamente com suas muta¢des confere um fendtipo de
peciolo curto que resultaram em caracteristicas agrondmicas desejaveis em campo (KILEN,
1983; JUN et al., 2009; JUN et al., 2012; LIU et al., 2019; BAO et al., 2019; HUA-WEI,
2022).

Estudos com Arabidopsis thaliana revelaram que o fendtipo de peciolo curto ¢
influenciado por fatores de transcri¢ao do tipo e At-Hook Motif Nuclear Localized Protein
(AHL27), os quais competem com fatores de transcricdo Phytochrome Interacting Factors

(PIF's)pelo mesmo sitio ativo de ligagdo (FAVERO et al., 2020).

Existem relatos de gendtipos de mandioca que apresentam o fendtipo de folhas
subsésseis entre os agricultores brasileiros. Alguns desses genotipos tém sido mantidos por
comunidades tradicionais por anos sem estudos, e outros vém sendo mantidos por
instituicdes de pesquisa nacionais (COUTO, 2013; CASTRICINI et al., 2014), sendo esses
denominados popularmente por alguns agricultores locais como ‘Aipim abacate’, devido a
intensa coloracao verde escura das folhas e aspecto mais coridceo. Embora algumas
pesquisas incluam a descri¢ao de alguns genotipos com peciolo curto nas investigagdes, a
mencao a subsessilidade foliar ou a associagdo dos resultados obtidos com o fendtipo nao

aparece nos respectivos estudos. Esses achados evidenciam que, por muito tempo, pouca
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atencao tem sido direcionada a esse fenotipo, refletindo na escassez de informagdes sobre a

sua significancia biologica e implicagdes para o desempenho agronomico desses genodtipos.

Manihot esculenta Crantz ¢ a principal espécie do género usada para fins
alimentares (HOUG et al., 2020; DA COSTA NUNES et al., 2021; DE CARVALHO et al.,
2022; DOS SANTOS et al., 2022). Apesar de ser conhecida por sua rusticidade e
capacidade de adaptacdo em solos pobres e acidos (EL-SHARKAWY et al., 1989;
GLEADOW et al, 2023), a domesticagdo da mandioca teve um papel significativo em
moldar sua diversidade e distribuicdo global (DA COSTA NUNES et al, 2021;
AMELEWORK et al., 2022).

Contudo, fatores bidticos e abioticos continuam representando ameagas para os
cultivos de mandioca em todo o mundo. Nesse sentido, ha uma busca crescente por novos
gendtipos com ampla adaptacdo para enfrentar as mudangas climaticas. Essa abordagem ¢
essencial para garantir a seguranca alimentar de mais de 700 milhdes de pessoas que
dependem da mandioca como principal fonte de alimento em seu dia a dia (HOUG et al.,

2020; DE CARVALHO et al., 2022; DOS SANTOS et al., 2022).

Neste estudo sdo caracterizados dois genotipos atipicos dentro da espécie M.
esculenta que apresentam subsessilidade foliar. Através de uma abordagem polifésica
comparativa entre genoOtipos contrastantes para o comprimento peciolar, parametros
fisiologicos, anatdomicos € moleculares foram investigados. Aqui, a hipdtese central é que
os genoétipos com subsessilidade foliar apresentam uma resposta superior em campo devido
ao comprimento divergente do peciolo, o que potencialmente resulta em uma distribuigao

mais eficiente de fotoassimilados e nutrientes.

Avancos nesse campo possibilitardo descobertas e perspectivas promissoras para a
identificacdo de genes candidatos envolvida com o controle genético do desenvolvimento
peciolar para fomentar futuros programas de melhoramento de mandioca e outras culturas.
A medida que avangamos em nosso entendimento sobre a subsessilidade foliar e suas
vantagens potenciais, subsequentes etapas abrirdo caminho para uma agricultura com

garantias de seguranca alimentar.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Local dos experimentos e analises

A presente pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Biotecnologia Agricola e
Ambiental (BIOTA) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), localizado no
municipio de Alegre-ES e na Area experimental da Ufes, localizada em Rive-ES. As
analises referentes a anatomia peciolar e foliar foram realizadas no Departamento de

Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa-MG.

2.2 Genotipos de M. esculenta

O gendtipo de M. esculenta de peciolo curto (fendtipo de subsessilidade foliar),
gentilmente cedido por agricultores familiares de Santa Teresa-ES, foi nomeado no presente
trabalho como Makcugy (M1), uma expressao que significa perna curta, do vocabulario dos
povos originarios da etnia Krenak (Botocudos), que foram vitimas de constantes massacres
decretados como “guerras justas” pelo governo colonial e habitaram as terras Espirito Santo
desde os primordios. O BAG/Embrapa Mandioca e Fruticultura forneceu o gendtipo de
peciolo curto Aipim Abacate (M2) e os genoétipos de peciolo longo BGMO0541 (Cl1),
BGMO0040 (C2), BGM0687 (C3). O gendtipo Cacau Branca (C4), que ¢ uma variedade

convencional, foi adquirido em Alegre, ES (Tabela 1).

2.3 Analise do comprimento peciolar de genotipos de M. esculenta

Os genotipos de M. esculenta M1, M2, C1, C2, C3 e C4 foram cultivados em solo
devidamente uniforme comparagdo, gradagem e sistema de irrigacdo (Tabela 1). As
manivas-semente foram coletadas de plantas adultas com aproximadamente 9 a 12 meses e
cortadas com tamanho de 15 cm de comprimento e 2 cm dedidmetro. Ascovas para o plantio
foram abertas com espacamento de 1,0m entre parcelas; 0,8 m entre plantas; e 0,9 m entre
linhas dentro das parcelas. O desenho experimental utilizado foi delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com cinco repetigdes distribuidas em dois blocos. Seis meses apds o
plantio o comprimento dos peciolos de folhas expandidas foi medido com o auxilio de
paquimetro. Foram realizadas trés repeticdes bioldgicas e cinco repeticdes técnicas. A

analise de variancia (ANOVA) foi realizada usando o pacote Agricole no software R. As
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analises de agrupamento de Scott-Knott foram realizadas considerando nivel de

significancia de 0,05.
2.4 Genotipagem utilizando rep-PCR e IRAP-PCR

Os marcadores moleculares rep-PCR e IRAP-PCR foram utilizados para a
caracterizacdo molecular dos genotipos M1, M2, C1, C2, C3 e C4 (Tabela 1). O DNA
gendmico foi isolado de aproximadamente 500 mg de tecido vegetal (cinco plantas por
genoétipos). A extragdo do DNA gendmico foi conduzida conforme descrito por Doyle &
Doyle (1987), com algumas modificagdes. As amostras foram quantificadas usando
espectrofotdometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific®) e mantidas em freezer a -20
°C. Os oligonucleotideos usados no experimento estao descritos na Tabela 2.

As reagdes de PCR foram realizadas com 45ng de DNA genomico, 5x HOT
FIREPol Blend Master Mix (Solis BioDyne®, Tartu, Estonia) ¢ 10 pmol/uL de cada
oligonucleotideo em um volume final de 20ul. As condi¢des de amplificagdo foram as
seguintes para cada marcador: (i) REP: 95°C por 15 minutos, seguidos por 41 ciclos de
95°C por 30 segundos, 45°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, e extensdo final de 72°C
por 7 minutos; (i1)) BOX 95°C por 15 minutos, seguidos por 34 ciclos de 95°C por 30
segundos, 40°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, e extensao final de 72°C por 5 minutos;
(ii1) ERIC: 95°C por 15 minutos, seguidos por 35 ciclos de 95°C por 2 minutos, 48°C por 1
minuto e 72°C por 8 minutos, e extensao final de 72°C por 15 minutos; (iv) IRAP: 95°C por
15 minutos, seguidos por 36 ciclos de 95°C por 30 segundos, gradiente de 45°C a 58°C por
I minuto e extensao de 72°C por dois minutos, e extensao final a 72°C por 10 minutos. As
amplicacdes foram realizadas no termociclador Loccus/TC-9639 (Loccus Biotecnologia,
Cotia, SP, Brasil) seguindo as recomendagdes do fabricante.

Os produtos das reagdes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%
em tampao TAE 1%, utilizando uma voltagem constante de 80 V por 4 horas. Os géis foram
visualizados por coloragdo com GelRed e a imagem foi capturada usando um
fotodocumentador L-pix EX (Loccus Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil).

A andlise de dissimilaridade entre os gendtipos foi baseada em analise binaria,
presenca ou auséncia de bandas a partir do resultado das amplificagdes por PCR. Um
codigo bindrio, onde 0 representa a auséncia de banda e 1 representa a presenca de banda foi
utilizado para o processamento dos dados. O perfil das bandas foi analisado com o software

NTSYS, versdo 2.1 (ROHLF, 2000). Com base no coeficiente de similaridade, os genotipos
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foram agrupados para gerar uma matriz de distancia genética Jaccard (1909), e para
construir um dendrograma UPGMA.

Para confirmar a origem dos amplicons obtidos pelas técnicas rep-PCR e IRAP-
PCR, os produtos de PCR foram clonados usando o vetor pPGEM® (Promega Corporation)
seguido pela transformacao em células competentes de Escherichia coli DH5Sa. O DNA
plasmidial foi purificado usando o Kit de purificagdo de DNA plasmidial (Ludwig®) e
foi sequenciado pelo método de Sanger na empresa ACTGene Andlises Moleculares,

localizada no Rio Grande do Sul, Brasil.

2.5 Caracterizagao do gradiente de crescimento peciolar de genétipos de M. esculenta

Os genotipos de M. esculenta M1, M2 e C4 foram selecionados para a andlise do
gradiente de crescimento do peciolo de folhas expandidas ao longo dos fitomeros de cada
planta. O plantio foi conduzido em solo seguindo o desenho experimental DIC, conforme
descrito no item “2.3 Analise do comprimento peciolar de gendtipos de M. esculenta”. Dois
meses apos o plantio o comprimento dos peciolos de folhas ja expandidas foram medidos
com o auxilio de paquimetro. Foram realizadas trés repeticdes biologicas para cada um dos

peciolos ao longo de nove nos avaliados por planta.
2.6 Analises de anatomia vegetal

Para a caracterizacdo anatdmica, foram utilizados os genotipos de M. esculenta M1
e M2 que possuem o fenotipo de peciolo curto, e o genotipo C4 que representa o grupo dos
genodtipos que apresentam o fenotipo de peciolo longo. As amostras de folhas e peciolos
foram coletadas seguindo a seguinte estratégia: para o genotipo C4, foram coletadas as
partes medianas dos peciolos longos (PL), que s3o o tinico padrdao de comprimento para esse
gendtipo; para os genodtipos M1 e M2, onde nota-se variabilidade no comprimento do
peciolo ao longo do crescimento da planta, foram coletadas as partes medianas dos: (i)
peciolos longos, que apresentam fendtipo tipico, na porcao basal (PL), (if) peciolos
intermedidrios, que apresentam uma reducdo no comprimento comparada aos peciolos
basais, terco médio da planta (PI) e (iii) peciolos curtos, que correspondem ao perfil
fenotipico pouco usual para essa espécie, na por¢do apical (PC). Secgdes transversais da
regido mediana de folhas e peciolos coletados foram fixadas em solucdo de FAA 50%. Em
seguida, as amostras foram desidratadas em série etilica de concentragdo crescente e
incluidas em historesina acrilica (Historesin, Leica Instruments, Alemanha). Posteriormente,

seccoes transversais de 5 um de espessura foram obtidas em micrétomo rotativo de avango
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automatico (RM2155, Leica Microsystems Inc., USA), e coradas com azul de toluidina (pH
4,6) por 5 minutos (O’Brien & McCully, 1981). As laminas foram montadas em
Permount® SP15-500 (Fisher Scientific) e as imagens foram capturadas em microscopio de
luz (modelo AX70 TRF, Olympus Optical) com sistema U-photo, acoplado a camera
fotografica digital (AxionCam HRc, Zeiss) e microcomputador com o programa de captura

de imagens Axion Vision.
2.7 Analises fisiologicas

Para as andlises fisioldgicasforam utilizados os genotipos de M. esculenta M1 e M2
que apresentam o fendtipo de peciolo curto, e o gendtipo C4 que representa o grupo dos
gendtipos com peciolo longo. As medi¢des foram realizadas em plantas com quatro meses
de idade plantadas e cultivadas conforme descrito no item “2.3 Andlise do comprimento
peciolar de genoétipos de M. esculenta”. As medigdes foram realizadas no terco médio
central das plantas, localizada a aproximadamente um metro da base em direcao ao apice.
Cada planta foi submetida a uma média de trés medi¢des em cinco folhas, resultando em um

total de 15 medigdes por planta (trés 16bulos por folha).

As medi¢des foram realizadas utilizando o clorofildmetro DUALEX (Dualex
FORCE-A, Orsay, Franca), para determinacdo dos indices de clorofila total (ChT),
flavonoides (Flv), antocianinas e o indice de balango de nitrogénio (NBI). Para avaliar a
distingdo entre clorofila 4 (ChA4) e clorofila B (ChB), foram utilizados o aparelho
ClorofiLOG - CFL 1030 (FALKER). Além disso, imagens térmicas foram realizadas
utilizando o dispositivo Flir One Pro Lt (modelo USB-C, resolugao de 4800) (Flir

Technologies).

As analises estatisticas foram realizadas no software SISVAR (Ferreira, 2011). Os
dados coletados foram submetidos a uma andlise descritiva, seguida por uma andlise de
variancia (ANOVA) para comparar as médias das variaveis entre os grupos. Utilizou se o
teste de Tukey como método de comparagdo multipla, permitindo identificar diferencas
significativas entre os genotipos. Adotou-se um nivel de significincia de 0,05. Para
interpretacdo dos dados de temperatura foliar foi realizado o teste de agrupamento de Scott-

Knott considerando nivel de significancia de 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Os genétipos M1 e M2 de Manihot esculenta apresentam um fenétipo de

subsessilidade foliar

O grupo representante dos genotipos que apresentam o fendtipo de peciolo curto em
folhas expandidas (M1 e M2) ¢ visualmente distinguivel do grupo de gendtipos que
apresentam o peciolo longo (C4 e C2) (Fig. 1A). Além disso, os genotipos com
subsessilidade foliar (M1 e M2) apresentam caracteristicas adicionais, tais como, peciolo
mais robusto, flexivel ¢ com maior didmetro quando comparado com gendtipos de peciolo
longo (Fig. 1B).

Para validar o contraste entre os grupos analisados as médias de crescimento peciolar
dos gendtipos foram comparadas. Os resultados mostram que o comprimento do peciolo de
gendtipos que apresentam subsessilidade foliar pode ser em média até 17 vezes menor do
que os gendtipos de peciolo longo (Fig 1C; p < 0,05). Interessantemente, como informagao
adicional sobre os genotipos que apresentam subsessilidade foliar, observa-se que as folhas
apresentam senescéncia e abscisdo foliar tardias, pois levam mais tempo para secar e,
quando secas, permanecem na planta até se deteriorarem completamente, sem se

desprenderem do caule ocasionando assim uma perfeita cicatrizagao (Fig. S1).

3.2 Os genotipos M1 e M2 de M. esculenta possuem backgrounds genéticos distintos

Para investigar as relagdes genéticas entre os gendtipos de peciolo curto (M1 e M2)
e peciolo longo (C3, C4, C5 e C6) foram utilizados os marcadores moleculares rep-PCR e

IRAP-PCR. As PCRs foram realizadas com os oligonucleotideos descritos na Tabela 2.

A técnica rep-PCR ¢ amplamente utilizada em estudos de variabilidade genética de
bactérias, fungos e, mais recentemente, vem sendo utilizada em plantas (ASHUTOSH et al.,
2005; VISWANATHASWAMY; NIZAMPATNAM, 2013). Estudos prévios mostram a
aplicacdo da rep-PCR para andlises de variabilidade genética em representantes da familia
Euphorbiaceae (RAMPADARATHA et al., 2015). Para M. esculenta Crantz as analises com
rep-PCR mostraram resultados discriminantes e informativos, sendo o primeiro relato de uso
da técnica para esta espécie. O nimero total de bandas polimodrficas observadas foram 10

para o marcador ERIC, seguida por cinco para o marcador BOX e trés para o marcador REP.
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Os fragmentos amplificados apresentaram tamanhos entre 100 e 1500 pares de bases (pb)

(Fig.2A, Tabela 3).

Um total de 15 fragmentos amplificados foram sequenciados apos a clonagem e o
resultado obtido, conforme esperado, revelou que todos os clones se tratam de sequéncias
de DNA extracromossomal derivadas do genoma mitocondrial de M. esculenta. Através da
analise utilizando a ferramenta BLASTn do NCBI houve #hits de todas as sequéncias
clonadas, para a técnica rep-PCR, com o acesso NC 045136.1 Manihot esculenta

mitochondrion, complete genome.

Para as analises com os marcadores IRAP, foram testados 12 oligonucleotideos,
dos quais, cinco foram polimorficos (AYFS, AFY9, AFY12, AFY4 e AFYS), dois
monomorficos (AYF 2 e AYF 6) e trés falharam na amplificacdo (AYF 7, AFY 10 e AFY
11). Dentre os marcadores polimorficos, o tamanho dos fragmentos amplificados variou de
250 a 3000 pb. AFY3 apresentou o maior niimero total de bandas polimorficas (14), seguido
por AFYS5 (5), AFY9 (4), AFY12 (2), AFY4 e AFY8 (1) (Fig.3A, Tabela 3).

Os dendrogramas UPGMA foram utilizados para acessar o agrupamento da
distancia genética e do indice de dissimilaridade de Jaccard. Os resultados revelaram que os
genotipos de peciolo curto (M1 e M2) ndo formam um clado separado dos genotipos de
peciolo longo (C1, C2, C3 e C4), indicando que ndo ha background genético padrao que
sustente o fendtipo de subsessilidade foliar, o que ndo descarta a existéncia de um locus ou
varios /oci comuns controlando o desenvolvimento peciolar em M. esculenta (Fig. 2B e 3B).
A variagdo quanto ao posicionamento dos gendtipos M1 e M2 em distintos grupos nos
dendrogramas obtidos para rep-PCR e IRAP-PCR, pode ser reflexo da cobertura diferencial
do repertdrio genético por esses marcadores, sendo o primeiro mitocondrial € o segundo

nuclear (Fig. 2B e 3B).

Juntos esses resultados sugerem que pela subsessilidade peciolar pode ocorrer em
qualquer gendtipo, resultando em uma ampla variedade de caracteristicas distintas. Estudos
complementares estdo sendo conduzidos para o sequenciamento dos fragmentos
polimorficos entre os gendtipos de peciolo curto e peciolo longo, porém compartilhados

entre M1 e M2.
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3.3 A estabilizacao da subsessilidade nos gendtipos M1 e M2 de M. esculenta é idade-

dependente

Para avaliar o perfil de subsessilidade foliar bem como a sua estabilizagdo nos
genotipos M1 e M2 foram realizadas medi¢cdes do comprimento dos peciolos em folhas
expandidas desde o primeiro fitbmero da planta (nl) até a completa estabilizacdo do
fenotipo de peciolo curto. A completa estabilizagdo do comprimento dos peciolos curtos foi
observada no nono (n9) n6 da planta, 28 dias apds a brotagdo das manivas. O genotipo C4
foi utilizado para representar o fenotipo de peciolo longo do grupo que apresenta essas

mesmas caracteristicas, tipicas em variedades convencionais (Fig. 4).

Durante o primeiro més de desenvolvimento, os genotipos M1 e M2 possuem
folhas com nitida instabilidade no comprimento dos peciolos, que podem ser divididos em
trés momentos: (i) peciolo longo, terco basal da planta (PL), cilindrico e fino, fendtipo
tipico para a espécie; (i) peciolo intermediario (PI), marcado pelo espessamento do peciolo
em comparagdo ao PL, tornando-se mais robusto e exibindo uma concavidade no centro,
além da reducdo no comprimento comparado ao anterior; e (iii) peciolo curto (PC), estagio
onde ocorre estabilizagdo da subsessilidade foliar com o peciolo apresentando em média 2
cm, no qual o mesmo torna-se mais espesso do que o PL e PI, com uma concavidade mais

acentuada no centro (Fig. 1B; Fig. S2 e Fig. 5A).

Quando comparamos o comportamento dos genodtipos podemos observar que o
perfil do gradiente de crescimento peciolar do M1 ¢ mais estavel e gradativo, enquanto M2 ¢
mais instavel e apresenta uma amplitude maior de crescimento entre os nds da planta antes
da estabilizagdo fenotipica. No entanto, ambos apresentam estabilidade do fenotipo na
inser¢do peciolar entre o oitavo (n8) e nono (n9) no da planta. A partir da estabilizacao do
fendtipo, os gendtipos M1 e M2 apresentam o comprimento médio peciolar de 1,02 e 1,06
cm, respectivamente. C4 apresenta crecimento peciolar constante ao longo dos nds da

planta e tem um comprimento médio de 13,17 cm (Fig. 4A).

O processo de subsessilidade foliar resulta na formagdo de uma arquitetura de
planta ereta com um dossel folhoso denso tipo ‘bouquet’, em que as folhas se encontram em
proximidade umas das outras, promovendo sobreposi¢cdo maior do que o observado para os

gendtipos de peciolo longo (Fig. 4B-E; p <0,05).
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3.4 Folhas subsésseis estabilizadas nos genotipos M1 e M2 de M. esculenta apresentam

uma consistente reorganizacio de tecidos e padrao estomatal pouco usual

Em termos anatdmicos, os principais caracteres contrastantes observados entre o
genotipo convencional (C4) e os variantes (M1 e M2) sdo mais evidentes nos peciolos PI e
PC e na anatomia foliar (Fig. 5 e Fig. 6). Quanto aos peciolos, todas as imagens foram
ampliadas em 4x para facilitar a visualizagcdo dos feixes vasculares, caimbio e epiderme nos
trés estagios do gradiente de sessilidade ao longo do desenvolvimento dos genotipos M1 e
M2 (Fig. 5A). Nos peciolos PL e PI (Fig. 5B-D), ¢ possivel identificar a presenca de feixes
vasculares (Fv) com vasos xilematicos (X) e floematicos (F1) claramente visiveis em todos
os genotipos. Além disso, a presenca do cambio (C) ao redor dos feixes vasculares ¢
bastante evidente. Na regido subepidérmica, encontra-se o parénquima cortical (Pc),
composto por camadas celulares visiveis. No entanto, no peciolo curto (PC) (Fig. 5B-C), as
camadas, outrora bem definidas do parénquima cortical (em PL e PI), estdo ausentes e o
cambio nao ¢ mais distinguivel. Os feixes vasculares assumem uma forma shell-like

(semelhante a uma concha) sendo circundados por células do parénquima medular.

Em todos os gendtipos, o mesofilo ¢ dorsiventral heterogéneo (Fig. 6), composto
por parénquima palicadico (Pp) e parénquima lacunoso (Pl). Nos genotipos M1 e M2, os
estomatos ocorrem exclusivamente entre as células da fase abaxial, resultando em uma
condi¢do hipoestomatica (Fig. 6 B-C). Por outro lado, no gendtipo C4, foi observado que os
estomatos diferenciados em ambas as faces da folha, caracterizando-o como anfiestomatico
(Fig. 6D). Além disso, nos genotipos M1 e M2 a camada de parénquima lacunoso ¢
significativamente mais espessa e¢ desorganizada, juntamente com uma alta densidade de
papilas na face adaxial da lamina foliar quando comparadas ao genotipo C4. As células do
parénquima paligaddico t€ém uma aparéncia cilindrica e alongada nas variantes, mas sdo mais

espessas na convencional C4 (Fig. 6B-D).

3.5 A subsessilidade foliar esta correlacionada com atributos fisiolégicos

potencialmente favoraveis em M. esculenta

Os gendtipos M1 e M2 apresentam folhas com intensa coloracdo verde escura e
aspecto mais coriaceo do que o genotipo C4 e outros genotipos (C) do grupo que apresenta
folhas com peciolo longo (dados nao mostrados). Além disso, a arquitetura do dossel

compacta tipo ‘bouquet’ proporciona um maior adensamento de folhas e indice de



36

sombreamento para os genotipos com subsessilidade foliar (Fig. 6A-B). Visto que essas sao
caracteristicas agrondmica importantes, nés decidimos investigar o indice de clorofila,
indice de flavonoiides, indice do balango de nitrogénio e temperatura foliar entre os

representantes de genotipos que apresentam peciolo curto e peciolo longo.

Com a determinac¢do dos indices foi possivel observar diferencas significativas
entre os genotipos de peciolo curto e peciolo longo para os seguintes parametros: conteudo
de clorofila total e clorofila B, relagdo de clorofila 4 e clorofila B e o balango de nitrogénio.
Nao foram detectadas diferencas significativas para o contetido de clorofila 4 e flavonoides
(Fig. 6C-H; p < 0,05). A temperatura foliar dos gendtipos M1 e M2 tem média de 3 °C mais
baixo que o gendtipo C4 (Fig. 7A-D; p < 0,05). Juntos esses resultados sugerem que a
subsessilidade foliar estd correlacionada positivamente com a sintese de clorofila B e o

balanco de nitrogénio na planta, e negativamente com a temperatura foliar.



4. DISCUSSAO

Mutacdes associadas ao fenotipo de subsessilidade foliar em Manihot esculenta
podem ocorrer espontaneamente ou ser induzidas, como descrito por Howeler (2008), que
atribuiram o fenotipo pouco usual de peciolos curtos em gendtipos de M. esculenta a
ocorréncia dealelos recessivos ainda ndo caracterizados, através de uma inferéncia via
classica baseada em autofecundacdes e retrocruzamentos. A descricdo dos gendtipos
Makcugy (descrita nessa pesquisa) e Aipim Abacate (BAG-Embrapa Mandioca e
Fruticultura), que naturalmente apresentam folhas subsésseis, ¢ relativamente recente, mas
tem inspirado novas hipdteses para aprofundamento sobre as implicagdes desse fenotipo em
atributos agrondmicos. Ambos genodtipos exibem um padrdo de crescimento com arquitetura
do dossel adensado, descrito aqui como tipo ‘bouquet’ devido o encurtamento dos peciolos

que resulta em um sombreamento parcial de toda a planta.

Na espécie M. esculenta e em outras espécies do mesmo género, ¢ comum e
frequentemente observada a presenga de peciolos com configuracao morfolodgica ainda que
irregular de formato cilindrico com os feixes vasculares organizados (GRACIANO-RIBEIRO
et al., 2009; GRACIANO-RIBEIRO et al., 2016; SILVA, 2016; DA SILVEIRA, et al., 2019)
e ocasionalmente achatado-dorsiventralmente, relatado em M. reniformis (SILVA, 2016). No
entanto, nos genotipos com subsessilidade foliar, M1 e M2, além de exibirem um gradiente
de crescimento diferenciado de peciolos durante a fase inicial de crescimento, observa-se um
desvio desproporcional no didmetro dos peciolos PI e PC, resultando na formacdo de uma

concavidade fixa na regido superior dos peciolos curtos estabilizados.

Embora os genotipos com folhas subsésseis compartilhem semelhangas em seus
padrdes fenotipicos, a andlise com os marcadores moleculares, derivados de técnicas distintas,
revelou um cenario estocastico para a ocorréncia da(s) putativa(s) ‘assinatura(s)
moleculare(s)’ associada(s) a subsessilidade foliar em M. esculenta, pois nao ha um padrao
identificavel de background genético, que esteja associado o ao fenotipo, sugerindo

fortemente que o padrao pode ocorrer espontaneamente em qualquer genotipo/variedade.

O estudo dos fatores genéticos e das vias de sinalizagdo que influenciam o
desenvolvimento do peciolo em plantas € uma area de pesquisa recente e tem proporcionado
oportunidades para investigar um conjunto de genes envolvidos. Esse tema tem sido
explorado em diferentes eudicotiledoneas, como soja (JUN et al., 2009; JUN et al., 2012; LIU
et al., 2019; HUA-WEIL, 2022) e Arabidopsis thaliana (TSUKAYA et al., 2002; FAVERO et



al., 2020). Em M. esculenta, nao existem informagdes detalhadas sobre o controle genético
dessa caracteristica, o que tem estimulado uma das nossas hipdteses para validagdes futuras,
baseada em um estudo conduzido por Favero et al. (2020), que sugere que em A. thaliana, os
fatores de transcricdo Phytochrome Interacting Factors (PIFs) e At-Hook Motif Nuclear
Localized Protein (AHL) estdo envolvidos em uma dindmica de ativagao/repressao do
desenvolvimento peciolar ao competirem pelo mesmo sitio de ligacdo ativo em regides
regulatorias-chave. Em plantas knockout para o gene AHL27, observou-se o desenvolvimento
de peciolos longos, enquanto a superexpressdo do gene AHL27 resultou em um fenodtipo de
peciolos curtos. Esses resultados ampliam as perspectivas acerca de uma possivel
participacao desses fatores de transcri¢do na determinacdo da subsessilidade também em
outras espécies, incluindo M. esculenta. Ja iniciamos esfor¢cos para avaliar o perfil de
expressdo desses genes homodlogos nos gendtipos contrastantes para a caracteristica do
comprimento do peciolo e também durante a estabilizagdo do peciolo curto ao longo do

gradientede sessilidade em M1 e M2.

A utilizacdo de marcadores baseados em retrotransposons demonstrou alta eficacia
na distingdo dos seis gendtipos analisados, mesmo com um nimero reduzido de individuos.
De acordo com os resultados obtidos por Khun et al. (2016), o marcador AFY 2 (11) foi o
mais polimorfico para M. esculenta, enquanto os primers AYF 3, AYF 6, AYF 7, AYF 10 e
AYF 11 n3o amplificaram bandas quando utilizados individualmente. Neste estudo em
particular, verificou-se que apenas o marcador AFY 2apresentou monomorfismo para as oito
bandas amplificadas, o que levou a sua exclusdo nas analises. Por outro lado, o marcador
AFY 3 que ndao amplificou no trabalho onde originalmente foi descrito, mostrou-se altamente
informativo em nossas buscas, com a amplificagdo de 17 bandas, sendo 14 delas polimorficas
evidenciado abundancia de retrotransposons em diferentes subgrupos dentro de M. esculenta.
Os marcadores AYF 6, AYF 7, AYF 10 e AYF 11 também ndo obtiveram sucesso na
amplificacdo. Os marcadores AFY 3, AFY 5, AFY 9 e AFY 12 destacaram-se como os mais

informativos para distinguir os gendtipos com subsessilidade foliar, M1 e M2.

O resultados obtidos com os marcadores associados a técnica rep-PCR apresentaram
diferencas significativas em comparagdo com o dendrograma gerado pelos marcadores IRAP-
PCR. A divergéncia encontrada de dendograma pode ser atribuida a origem dos marcadores,
sendo um de cobertura nuclear ¢ o outro mitocondrial. Embora a técnica rep-PCR seja
amplamente utilizada em procariotos (LUPISKI; WEINSTOCK, 1992: MICHELIN et al.,

2008), nos ultimos anos tem sido empregada em plantas para distinguir diferentes linhagens



de esterilidade masculina citoplasmatica (CMS) em Brassica juncea (ASHUTOSH et al.,
2005), aplicada no estudo da diversidade do genoma mitocondrial em Carthamus tinctorius L
(VISWANATHASWAMY; NIZAMPATNAM, 2013) e na diversidade em Euphorbiaceae
(RAMPADARATHA et al., 2015). Agora, pela primeira vez, essa técnica estd sendo testada
na espécie M. esculenta, o que evidencia mais uma ferramenta disponivel para explorar a
diversidade genética com base em variagdes interespecificas dentro do género Manihot e

intraespecificas M. esculenta.

A andlise anatomica dos dados apresentados exige cautela e investigagcdes
complementares, uma vez que os resultados preliminares deste estudo, especialmente em
relagdo aos peciolos curtos, contrastam com o conhecimento atual da anatomia sobre a
espécie Manihot esculenta Crantz e outras espécies do mesmo género. Isso levanta varias
hipoteses e perguntas que estimulam diversas direcdes de pesquisa a serem exploradas. Por
exemplo, € plausivel inferir que esse fendtipo possa desempenhar um papel na inducao de
respostas mais favoraveis nessas plantas, devido ao percurso mais curto se comparado aos
genodtipos com peciolos longos. Caso essa hipdtese seja confirmada, essa caracteristica podera
ser explorada tanto dentro da espécie quanto em outras culturas por meios ferramentas de

edicao génica.

A arquitetura do dossel dos genotipos M1 e M2 do tipo ‘bouquet’ provavelmente
deve ser um fator primario-chave que desencadeia o sombreamento parcial das folhas e
possivelmente modula positivamente os indices de clorofila dessas plantas, indicando que
possivelmente deve existir alguma vantagem na taxa fotossintética. Nessas plantas, ¢
perceptivel um sombreamento parcial em contraste com uma excessiva exposicao a radiagdo
solar no gendtipo de peciolo longo, C4. Porém estudos adicionais serdo conduzidos para
validar com cautela todas inferéncias relacionadas ao indice de clorofila superior nos
variantes. Além disso, a compactagao tipica nesse tipo de arquitetura em campo pode permitir

um maior adensamento de plantas por hectare.

Liu et al. (2020) conduziram um estudo que investigou o efeito do sombreamento
nas plantas de Camellia sinensis. Eles observaram mudangas significativas na expressao de
genes envolvidos na biosintese dos cloroplastos, assim como nos niveis hormonais
influenciados pelo sombreamento, que desempenham um papel regulador na producao de
clorofila nas folhas de cha. Pesquisas posteriores revelaram que o sombreamento intenso,
niveis de 95% e 99,5%, resultou no acimulo de carotendides € no aumento do teor de

clorofila nas folhas. Além disso, as plantas de chd mostraram caracteristicas adaptativas a



ambientes sombreados, ao invés de exibirem uma resposta evasiva tradicional ao
sombreamento.Genes associados a sintese de carotenoides, tais como CsdxSI, CsDxS3,
CsPSY, CslcyB e CslcyE, apresentaram alta expressdo, contribuindo para o aumento de
carotendides nas folhas (Fu et al., 2022). Esses resultados sugerem que os gendtipos em
estudo podem estar se comportando de maneira semelhante devido as suas caracteristicas

fenotipicas, que resultam em um parcial sombreamento natural das folhas.

Estudos prévios ja evidenciaram descobertas similares, demonstrando aumento no
teor de clorofila em culturas como M. esculenta (JHOSTON, 1998) e soja quando expostas a
condi¢des de sombreamento e seca (ZHANG et al., 2016). Essas constatagdes corroboram o0s
resultados deste estudo, em que os gendtipos com folhas subsésseis M1 e M2, exibiram niveis
significativamente mais elevados de clorofila total, clorofila B e Indice de Balanco de
Nitrogénio em comparacdo com os genotipo comum, C4. As variedades cultivadas de soja
passaram por longo processo de selegdo e investigacdo ao longo do tempo, levando a
identificacao de genes recessivos responsaveis pelo peciolo curto (YOU et al., 1998; JUN;
KANG, 2012). Essa mutacdo na soja trouxe beneficios, como uma estrutura de dossel mais
eficiente em termos de sombreamento em comparagdo com os genotipos de peciolos longos,
maior rendimento no campo devido a maior densidade de plantas por metro quadrado e maior
produtividade devido a uma capacidade fotossintética aprimorada (LIU et al., 2019; BAO et
al., 2019). Castricini et al. (2016) conduziram estudos que relataram altas concentragdes de
carotenoides e vitamina C em um gendtipo de mandioca também chamado popularmente de
‘Aipim Abacate’. No entanto, ndo foram encontradas informagdes especificas sobre as
caracteristicas desse genotipo, que apesar do nome, se trata de um material diferente do
gendtipo M2, que tem sido investigado nessa pesquisa e pertence ao BAG da Embrapa

Mandioca e Fruticultura.

Em relacdo ao fendtipo de subsessilidade e seu potencial para acumular
caracteristicas economicamente valiosas para o melhoramento genético, as evidéncias
disponiveis para plantas cultivadas, estdo limitadas a soja. A complexa interacdo de fatores
internos especificos de cada espécie pode influenciar o comprimento, a forma e o
desenvolvimento dos peciolos em diferentes culturas, representando um desafio significativo
para as investigacdes sobre M. esculenta, devido a escassez de estudos abrangentes sobre
genotipos subsésseis. No entanto, os dados coletados em campo, a temperatura térmica baixa,
juntamente com os valores de clorofila total e b associados as diferengas observadas na

anatomia dos peciolos curtos e laminas foliares, parecem indicar uma capacidade



fotossintética aprimorada e uma maior tolerancia ao calor nos genotipos mutantes (M1 e M2),

abrindo caminho para novos estudos subsequentes.

Estudos comparativos da anatomia, biologia molecular e aspectos fisioloégicos dos
peciolos longos e curtos nesses gendtipos foram fundamentais para obter uma compreensao
preliminar das implicacoes desse fendtipo atipico em M. esculenta. Os resultados
apresentados nesta pesquisa representam uma parte das varias abordagens utilizadas para
investigar as caracteristicas genéticas e agrondmicas dos gendtipos com peciolos subsésseis,

que ainda estdo em processo de exploragao.



5. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, foram registradas e analisadas as caracteristicas fenotipicas,
moleculares e fisiologicas de dois genotipos de Manihot esculenta, Makcugy e Aipim
Abacate, com foco na subsessilidade foliar apresentada por ambos, sendo este um fenotipo
atipico na espécie. Nos genétipos variantes, a peculiar arquitetura do dossel tipo ‘bouquet’
surge como um atributo agrondmico atrativo que possibilitaria um aumento da populacao de
plantas por hectare. Além disso, essas plantas apresentam potencialidades a nivel fisiologico,
que somadas ao adensamento em campo, poderiam atingir maiores rendimentos na producao
de raizes. Por fim, os resultados desse estudo estimulam a realizagdo de investigagdes
adicionais a nivel do transcriptoma e proteoma desses genotipos, pois ¢ fundamental o
mapeamento do(s) fatore(s) genético(s) que controlam esse fenotipo em M. esculenta, para
expandir as potencialidades dessa cultura com a modula¢ao do desenvolvimento peciolar

mediante Técnicas Inovadoras de Melhoramento de Precisao (TIMPs).
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TABELAS

Tabelal Descrigao dos gendtipos usados no estudo

Descricao Genotipos Fenétipo do peciolo Fonte

M1 Makcugy Peciolo curto Santa Teresa/ES

M2 Aipim Abacate Peciolo curto BAG/ Embrapa Mandioca e Fruticultura
Cl1 BGM - 0541 Peciolo longo BAG/ Embrapa Mandioca e Fruticultura
C2 BGM - 0687 Peciolo longo BAG/ Embrapa Mandioca e Fruticultura
C3 BGM - 0040 Peciolo longo BAG/ Embrapa Mandioca e Fruticultura
C4 Cacau branca Peciolo longo Alegre/ES




Tabela 2 Lista dos oligonucleotideos usados no trabalho

Identificacao Tipo de sequéncias Sequéncias (5" —3") Referéncias

REP-F Palindromic sequence MICGICGICATCIGGC ASHUTOSH et al., 2005
REP-R Palindromic sequence ICGICTTATCIGGCCTAC ASHUTOSH et al., 2005
BOX Mosaic repetitive element CTACGGCAAGGCGACGCTGACG ASHUTOSH et al., 2005
ERIC-F Mosaic repetitive element ATGTAAGCTCCTGGGTCAC ASHUTOSH et al., 2005
ERIC-R Mosaic repetitive element AAGTAAGTGACTGGGAGCG ASHUTOSH et al., 2005
IRAP AFY 1 Retrotransposons TGGCGATGGCCGCGATCCTAGG KUHN et al., 2016
IRAP AFY 2 Retrotransposons CATGCTTGTCCTCGCATGTCTCTC KUHN et al., 2016
IRAP AYF 3 Retrotransposons CTATTCGCCAACAGCTTCGGCA KUHN et al., 2016
IRAP AYF 4 Retrotransposons CTGAGCGCCAACAGCTTCGGCCAG KUHN et al., 2016
IRAP AYF 5 Retrotransposons AGCCTGGCGATGGCCGCGATCC KUHN et al., 2016
IRAP AYF 6 Retrotransposons CATTATGGGCCGATCTGAGGCC KUHN et al., 2016
IRAP AYF 7 Retrotransposons ACGTATTATCGTATTGAACAAG KUHN et al., 2016
IRAP AYF 8 Retrotransposons CTGTACCTCGTTGATCGGAACC KUHN et al., 2016
IRAP AYF 9 Retrotransposons CTTGGGGTCGGATAATCTCTGA KUHN et al., 2016
IRAP AYF 10 Retrotransposons GAG ATA GTG TAT TCT ATA AAC KUHN et al., 2016
IRAP AYF 11 Retrotransposons TCCTATTCAATATAGAAGTTAC KUHN et al., 2016
IRAP AYF 12 Retrotransposons GTCCTCGCATGTCTCTCTCTTC KUHN et al., 2016




Tabela 3 Quantificacao dos fragmentos amplificados com os marcadores moleculares rep-

PCR e IRAP para a espécie M. esculenta.

Olgonucleotideos TBA TBP %BP TEPB

(min-max)

REP 8 3 38% 100-1200
BOX 11 5 45% 250-1700
ERIC 13 10 T7% 100-1500
IRAP-AFY 1 8 4 50% 300-2800
IRAP-AFY 3 17 14 82% 250-2300
IRAP-AFY 4 10 1 10% 400-1500
IRAP-AFY 5 10 5 50% 700-2300
IRAP-AFY 8 5 1 20% 600-1200
IRAP-AFY 9 7 4 57% 250-3000
IRAP-AFY 12 8 2 25% 350-1300

Total: 97 49 -

TBA: Numero total de bandas amplificadas. TBP: Numero total de bandas polimorficas
(TBP). %BP: Porcentagem de bandas polimodrficas. TFPB: Tamanho dos fragmentos obtidos em

pares de bases.
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Fig. 1 Caracterizagdo fenotipica de seis genotipos de M. esculenta contrastantes para a
caracteristica de crescimento peciolar em folhas expandidas. (A) Imagens representativas dos
grupos de genotipos com peciolo curto (M1 e M2) e peciolo longo (C4 e C2). (B) Imagem
representativa da morfologia do peciolo curto. (C) Média fenotipica do comprimento do
peciolo nos gendtipos M1, M2, C1, C2, C3 e C4 cultivados em campo por seis meses. Os
valores sao a média + desvio padrao de trés repetigdes bioldgicas e cinco repetigdes técnicas.

Nivel de significancia teste Scott-Knott, p-value 0,05
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Fig. 2 Dendrograma de seis genotipos de M. esculenta contrastantes para o fendtipo de

subsessilidade foliar obtido a partir da analise de marcadores moleculares rep-PCR. (A) Perfil

de bandas amplificadas com cada um dos marcadores (REP, BOX, ERIC). (B) Indice de

dissimilaridade de Jaccard pelo método de agrupamento UPGMA.
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Fig 3 Dendrograma de seis genotipos de M. esculenta contrastantes para o fenotipo de
subsessilidade foliar obtido a partir da analise de marcadores moleculares IRAP. (A) Perfil
de bandas amplificadas com cada um dos marcadores (AYF3, AYFS5, AYF8 ¢ AYF9). (B)
indice de dissimilaridade de Jaccard pelo método de agrupamento UPGMA.
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Fig. 4 Catacterizacdo fenotipica do gradiente de crescimento peciolar dos genotipos
contrastantes M1, M2 e C4. (A) Imagem ilustrativa para representar os peciolos que foram
avaliados em cada n6. (B) Perfil do gradiente de crescimento peciolar até a completa
estabilizacdo do fendtipo de subsessilidade nos gendtipos M1 e M2. As plantas foram
cultivadas em solo e as medi¢des foram conduzidas 28 dias apos as primeiras brotagdes. O
experimente foi realizado com trés repeticdes bioldgicas e trés repeticdes técnicas. (C)
Arquitetura do dossel do genotipo M1, caracterizada como tipo ‘bouquet’. (D) Arquitetura do
dosel do gendtipo M2. (E) Imagem comparativa para representar as diferencas morfoldgicas

entre o genotipo de peciolo curto (M1) e peciolo longo (C4)
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Fig. 5 Seccao transversal de microestruturas do peciolo nos gendtipos M1, M2 e C4. (A)
Representacdo esquematica do perfil do gradiente de subsessilidade foliar. PL: peciolo longo.
PI: peciolo intermediario. PC: peciolo curto. Genotipos analisados (B) M1, (C) M2 e (D) C4.
Ep: epiderme. Co: colénquima. Fv: Feixes vasculares. Fl: floema. X:xilema. M: medula. C:

cambio. Pc: parénquima cortical



Fig. 6 Seccdo transversal de microestruturas da nervura foliar central e lamina foliar nos

gendtipos M1, M2 e C4. (A) Representagdo esquemadtica dos pontos de coleta. NCF: nervura
central foliar. LF: lamina foliar. Genotipos analisados (B) M1, (C) M2 e (D) C4.Est: estomato.
Pp: parénquima pali¢adico. P1: parénquima lacunoso. Ep: Epiderme. Co: colénquima. Fv: feixes

vasculares. Ps: Papilas
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Fig. 7 Determinac¢do dos indices de clorofila, flavonoides e balango de nitrogénio em geno6tipos
contrastantes para o desenvolvimento peciolar. As andlises foram conduzidas em plantas com
quatro meses de idade cultivadas em campo experimental. Imagens representativas das plantas
em campo experimental (A) gendtipo M1 e (B) genotipo C4. Média dos indices fisiologicos (C)
indice de clorofila total (ChT). (D) Indice de clorofila B (ChB). (E) Indice de flavonoides (Flav).
(F) Indice de clorofila A (ChA). (G) Relagio do indice de clorofila A/ indice de clorofila A
(ChA/ChB). (H) indice do balango de nitrogénio. Nivel de significancia teste de Tukey, p-value
0,05
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Fig. 8 Analise da temperatura foliar minima e maxima dos genotipos (A) M1, (B) M2 e (C) C4.
As anédlises de temperatura foliar foram conduzidas em plantas com quatro meses de idade. (B)
Grafico com as médias obtidas da temperatura maxima foliar de cada genotipo. Os valores sdo
a média = desvio padrao de trés repeticoes biologicas e cinco repeti¢des técnicas. Nivel de

significancia teste Scott-Knott, p-value 0,05



Fig. S1 Comparativo da senescéncia das folhas C4 e M2. Imagem (A) folhas caidas no chao.

(B) M2- Folhas secas presas no caule



Fig. S2 (A) Gradiente de crescimento peciolar no gendtipo M1. (B) Imagem ampliada do
fendtipo de subsessilidade estabilizado em folhas expandidas 28 dias apds as primeiras
brotagdes do gendtipo M1. (C) Imagem ampliada do fendtipo de concavidade observada no

peciolo curto dos gendtipos apresenta subsessilidade



