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RESUMO

Estudos citogenéticos de espécies dos géneros Manihot Mill. (Euphorbiaceae Juss.),
Bambusa e Dendrocalamus (Poaceae Barnhart)

A Citogenética tem se destacado em diversas pesquisas por ser capaz de apresentar dados
substancias quanto a constituicdo cromossdmica de uma espécie. A simples caracterizacdo
cromossGmica atraves de técnicas citogenéticas convencionais podem oferecer informacGes
importantes sobre niamero, morfologia, tamanho cromossémico, tipo de nucleo interfasico e
padrdo de condensacdo profésico, informagdes que auxiliam na compreensdo da filogenia e
evolugdo de espécies. Analises citogenéticas de espécies vegetais de interesse agrondémico sdo
de grande valia para a compreensdo da evolugédo destas, bem como na busca de caracteristicas
agronémicas que possam ser assistidas e/ou controladas pelo manejo em um programa de
melhoramento. Estas informacGes podem subsidiar boas estratégias para programas de
melhoramento das culturas da mandioca (Euphorbiaceae) e do bambu (Poaceae). Tais culturas
destacam-se pelas suas caracteristicas alimentares/comerciais e industriais, respectivamente.
Com intuito de buscar informag6es que auxiliem na compreenséo evolutiva e constitui¢éo e
caracterizacdo cariotipica, além da obtencdo de dados que subsidiem programas de
melhoramento destas culturas, espécies dos géneros Manihot Mill. (Euphorbiaceae), Bambusa
e Dendrocalamus (Poaceae) foram analisadas citogeneticamente por meio de técnicas
convencionais de coloragédo e por fluorocromos (FISH). 2n = 36 cromossomos foram
observados em todas as espécies de Manihot com morfologia variando de metacéntricos a
submetacéntricos, com varia¢do no nimero e posi¢cdo de sinais de bandeamento viacoloragdo
por fluorocromos CMA/DAPI e sinais de DNAr 45S e 5S, provendo um indice de tipologia
cromossGmica para caracterizacdo de espécies do género podendo ser estes dados aplicados
aos estudos de evolucdo cromossdmica. Nas espécies de Bambusa e Dendrocalamus
analisadas foram observadas variacao inter e intraespecifica quanto ao nimero cromossémico
de 2n = 58 em Bambusa vulgaris var. vulgaris Riviere & C. Riviere a 2n = 70+1 em Bambusa
vulgaris var. vittata Riviere & C. Riviere, além de variacdo na posi¢do e nimero de bandas
CMAVJ/DAPI. Isto pode indicar que os diferentes nimeros cromossdmicos e niveis de ploidia
para o grupo divergiram em eventos distintos, sendo o nivel hexaploide aparentemente 0 mais
estavel. Os dados aqui reportados evidenciam a eficiéncia das técnicas citogenéticas na
caracterizacdo de espécies, destacando sua importancia para os programas de melhoramento
destas e de outras culturas, auxiliando na escolha de espécies e/ou cultivares com
caracteristicas agrondmicas de interesse buscando evitar problemas de incompatibilidade.

Palavras-chave: Citogenética, Mandioca, Bambu, Tipos Cromossémicos, Hexaploide.
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ABSTRACT

Cytogenetic studies of species from genus Manihot Mill. (Euphorbiaceae Juss.), Bambusa
and Dendrocalamus (Poaceae Barnhart)

The Cytogenetics has been highlighted in several studies to be able to present substantial data
of chromosomal constitution of a species. A simple chromosome characterization by
conventional cytogenetic techniques can provide important information on number,
morphology, chromosome size, interphase core type and pattern of prophase condensation,
information that helps in understanding the phylogeny and evolution of species. Cytogenetic
analysis of plant species of agronomic interest are of great value for understanding the evolution
of these, as well as in the search for agronomic traits that may be assisted and / or controlled by
the management in a breeding program. This information can support good strategies for
breeding programs of cassava crops (Euphorbiaceae) and bamboo (Poaceae). These cultures
stand out for its eating / commercial and industrial characteristics, respectively. In order to get
information that can help in understanding evolution and formation and chromosome
characterization, in addition to obtaining data that support breeding programs for these crops,
species of the genera Manihot Mill. (Euphorbiaceae), Bambusa and Dendrocalamus (Poaceae)
were cytogenetically examined by conventional staining techniques and by fluorochromes
(FISH). 2n = 36 chromosomes were observed in all species of Manihot with morphology
ranging from metacentric the submetacentrics being observed variation in the number and
position of banding signals via staining by fluorochromes CMA / DAPI and rDNA 45S and5S
signals, providing a chromosome type index for characterization of the genus which these data
can be applied to chromosomal evolution studies. In species of Bambusa and Dendrocalamus
analyzed were observed inter- and intraspecific variation in the chromosome number of 2n =
58 in B. vulgaris var. vulgaris Riviere & C. Riviére to 2n = 70 = 1 in B. vulgaris var. vittata
Riviere & C. Riviere, and variation in the position and number of CMA / DAPI bands. This
may indicate that different numbers and chromosomal ploidy levels on the group diverged in
distinct events, and the level hexaploid is apparently the most stable. The data reported here
demonstrate the efficiency of cytogenetic techniques in the characterization of species,
highlighting its importance for breeding programs of these and other cultures, assisting in the
choice of species and / or cultivars with agronomic characteristics of interest seeking to avoid
incompatibility issues.

Key words: Cytogenetics, Cassava, Bamboo, Chromosome Types, Hexaploidy.
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1. INTRODUCAO GERAL

A utilizacao de técnicas citogenéticas no estudo de espécies vegetais tem sido cada vez
mais empreendida por diversos campos de pesquisa. Capaz de oferecer dados substanciais
quanto & caracterizacdo cromossdmica, estas técnicas auxiliam cada vez na implementagéo de
programas de melhoramento genético, que para ser efetivo, este deve consolidar o maximo de
informagdes possiveis de uma determinada espécie e/ou cultivares. Neste sentido, as
informacdes a respeito da diversidade genética dentro de uma cultivar sdo essenciais para uma
implementacdo segura (GEPTS, 1993; MELO, 2009).

A simples caracterizagdo cromossdmica através de tecnicas citogenéticas
convencionais podem oferecer informagGes importantes sobre nimero, morfologia, tamanho
cromossémico, tipo de nicleo interfésico e padrdo de condensagéo profasico (GUERRA, 1988;
STEBBINS, 1971), que podem auxiliar na compreensdo da filogenia e evolucdo de espécies,
desde que associada a outras abordagens como morfologia, caracteristicas geograficas, etc
(MELO, 2009; STEBBINS, 1971). Em contrapartida, uma caracterizacdo citogenética mais
detalhada possibilita a descricdo clara da homologia cariotipica de uma determinada cultivar,
variedade, hibrido ou espécie permitindo estabelecer relagdes de parentesco, identificar
alteragbes numéricas e estruturais dos cromossomos e correlaciona-las com alteracoes
fenotipicas, destacando-se assim, a citogenética aplicada a programas de melhoramento.

Analises citogenéticas de espécies vegetais de interesse agrondmico sdo de grande
valia para a compreensdo da evolucdo destas, bem como na busca de caracteristicas
agronémicas que possam ser assistidas e/ou controladas pelo manejo em um programa de
melhoramento. A familia Poaceae destaca-se neste campo devido englobar diversas espécies
economicamente importantes, havendo diversos estudos genéticos, tais como a cana-de-agtcar
(D’HONT, 2005; EDME et al., 2005; PORTIELES; RODRIGUEZ; CORNIDE, 2004; PRICE,
1963), milho (ARNASON, 1936; BASS; BIRCHLER, 2012; DOUGLAS; WALDEN, 1974,
LAMB; BIRCHLER, 2006), arroz (CHANG, 1964; LUAN et al., 2009; NAKAYAMA, 2005;
SINGH, 2003; XIONG et al., 2006), trigo (BAO et al., 2012; CHRZASTEK, 2003; KHAN et
al., 2005; MUJEEB-KAZI et al., 1989; RILEY, 1974; WANG et al., 2009; ZHANG et al.,
2007), cevada (BASS; BIRCHLER, 2012; HOUBEN et al., 2007; SHE et al., 2007; SINGH,
2003). Alem destas, destacam-se também os bambus na producéo de celulose e derivados, bem
como na construcdo civil (BANIK, 2015; K.M.WONG, 1989; LITTLE JR.; WADSWORTH,
1964; RAO et al., 1998; WONG, 2004; YUMING et al., 2004).



D. Oliveira Estudos citogenéticos de espécies dos géneros Manihot Mill. (Euphorbiaceae Juss.), Bambusa e
Dendrocalamus (Poaceae Barnhart).

16

A subfamilia Bambusoideae caracteriza-se principalmente pela morfologia de suas
espécies, sendo consideradas as Unicas gramineas de porte arbéreo. Do ponto de vista
citogenético, parece ser raro ocorréncia de espécies diploides, sendo comum espécies
poliploide de niveis variados de ploidia, tendo sido determinado que o0 nimero cromossémico
basico para a subfamilia é X = 12 (YEASMIN et al., 2015), para espécies de porte arbdreo,
havendo tripldides, tetraploides e hexapldides com 2n = 36, 48, 72, respectivamente, a0 passo
que no grupo dos bambus herbaceos o nimero basico mais comum parece ser x =11 (JACOBS;
EVERETT, 2000), embora x =7, 9, 10 e 12 também tenham sido relatados (SODERSTROM,
1981; YEASMIN et al., 2015; ZHANG; CLARK, 2000). Estudos de bandeamento revelaram
varia¢do no numero de sinais CMA+ em espécies consideradas proximas, sendo indicativo para
estudos de caracterizacdo e diferenciacdo de espécies. Ruiyang (2003) estudou
citogeneticamente 185 espécies de 33 géneros e seis (06) subtribos de bambu e encontrou
varia¢do cromossdmica intra e interespecifica.

A familia Euphorbiaceae também se destaca no cenario econdmico, dando espago para
diversas pesquisas, tais como estudos genéticos, principalmente por espécies como a
seringueira (AMMA; NAMBOODIRI; PANIKKAR, 1990; LEITCH et al., 1998; MARQUES;
REIS; VICENTE, 2000) e a mamona (RAGHAVAN; ARORA, 1958; RAGHAVAN, 1957;
SOONTORNCHAINAKSAENG; CHAIYASUT, 1999; VASCONCELOS et al., 2010). Na
mesma direcdo, tem se destacado no cenario mundial a cultura da mandioca (Manihot esculenta
Crantz), principalmente em paises em desenvolvimento, devido esta espécie oferecer grande
quantidade de amido, e apresentar alta adaptacdo a ambientes atingidos pela seca, sendo uma
das principais fontes de alimento em paises da Africa e do oriente médio.

Estudos citogenéticos em espécies do géneto Manihot indicam uma alta estabilidade
cariotipica com 2n = 36 cromossomos muito similares entre si, variando de metacéntricos a
submetacéntricos (CARVALHO; GUERRA, 2002; NASSAR, 2000a, 2000b). Analises de
bandeamento e por fluorocromos revelaram a ocorréncia de seis sinais CMA+ positivos co-
localizados com sinais de sonda de DNAr 45S, além de dois sinais de DNAr 5S em um par
cromossOmico. Tais caracteristicas podem variar entre espécies, mesmo em espécies
consideradas proximas filogeneticamente, dando a possibilidade destas marcas serem utilizadas
para caracterizacdo de espécies, cultivares e/ou variedades agronémicas, auxiliando em
programas de melhoramento.

Com base no exposto acima, o presente trabalho objetivou analisar os cari6tipos de
variades e cultivares de Manihot esculenta e espécies relacionadas, além de variedades e
espécies da subfamilia Bambusoideae com intuito de obter informacGes relevantes para a
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caracterizacdo destas espécies bem como buscar entender 0s processos evolutivos ocorridos nas
mesmas, compilando ainda caracteristicas que poderdo ser usadas em programas de

melhoramento genético.

2. REFERECIAL TEORICO

2.1. Melhoramento de plantas e citogenética

O surgimento do melhoramento de plantas estd intimamente relacionado com o
surgimento do homem moderno, podendo ser considerado inicialmente como uma arte, devido
ao intricado processo de cultivo desenvolvido pelo homem - melhorista - na busca de
caracteristicas de interesse nos produtos que consumia, usando de “ferramentas genéticas” antes
mesmo que as leis da genética fossem descobertas. Contudo, com a descoberta destes novos
conhecimentos e 0 advento da Citogenética no inicio do século XX desenvolveu-se uma‘“nova
ciéncia” acelerando o processo de melhoramento agronémico (BELLWOOD et al., 2007;
DIAMOND, 2002; JAUHAR, 2010). As ferramentas citogenéticas e moleculares tem auxiliado
na manipulacdo das informagdes genéticas contidas nos cromossomos provando ser muito Gtil
no melhoramento de plantas (BENAVENTE et al., 2008; JAUHAR, 2010), especialmente em
cereais (ANAMTHAWAT-JONSSON; READER, 1995; BASS; BIRCHLER, 2012;
CONTENTO; HESLOP-HARRISON; SCHWARZACHER, 2005; GUPTA; KULWAL;
RUSTGI, 2005; JENKINS et al., 2008; JIANG et al., 1996; KOHLI et al., 2003; PATERSON;
BOWERS; CHAPMAN, 2004; SINGH, 2003).

Durante o processo de implantacdo de um programa de melhoramento, os melhoristas
devem obter o maior numero de informagdes possiveis do material a ser estudado, sejam estas
informacdes gerais e/ou especificas. Este processo é denominado pré-melhoramento e, neste
ponto, a citogenética pode ser usada de forma estratégica a obtencdo de dados que subsidiem
os melhoristas e pesquisadores na implantagédo do programa. Destacam-se nesta perspectiva a
caracterizacdo da ploidia, a determinacdo da frequéncia de recombinagdo entre genomas
homdlogos e homedlogos, bem como a ocorréncia de irregularidades espontaneas ou induzidas
e as possiveis causas de irregularidades na segregacdo cromossémica que levam a producdode
gametas invidveis (DAVIDE et al., 2009).

A caracterizacdo citogenética detalhada, como o mapeamento fisico cromossdémico,
possibilita a descri¢do clara da homologia cariotipica de uma determinada cultivar, variedade,

hibrido ou espécie permitindo estabelecer relacdes de parentesco, identificar alteracGes
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numericas e estruturais dos cromossomos e correlaciona-las com alteragdes fenotipicas e, ainda,
avaliar o efeito de substancias e/ou do estresse ambiental sobre o ciclo celular. De posse destas
informacbes o melhorista pode incluir esses dados nos esquemas de cruzamento e
retrocruzamento, contribuindo para minimizar possiveis erros de selecdo de progénies, ou
ainda, determinar o percentual dos genomas parentais nos individuos hibridos (DAVIDE et al.,
2009; GUERRA,; SOUZA, 2002; MELO, 2009).

Programas de melhoramento tem cada vez mais usado técnicas citogenéticas no
melhoramento assistido por meio de hibridizagdes introgressivas, por exemplo
(ANAMTHAWAT-JONSSON, 2001). Brammer (2009) sugere que quando genétipos
instaveis, mas com elevado valor agronémico, sdo detectados dentro de um programa de
melhoramento, uma das alternativas é a sele¢do de linhas estaveis nos gendtipos instaveis. Para
tal, a selecdo assistida via citogenética, pela técnica de GISH por exemplo, pode ser uma
alternativa importantissima. A caracterizacdo genética de diferentes acessos de bancos de
germoplasma constitui-se em uma importante fonte de dados para melhoristas destacando-se
como um importante elo entre a conservacgdo e utilizacdo deste germoplasma, auxiliando na
manutencdo da biodiversidade dos recursos vegetais (GOYAL et al., 2012; NAYAK; ROUT;
DAS, 2003; STAPLETON; RAQO, 1995; YEASMIN et al., 2015), permitindo ainda ummelhor
gerenciamento do “pool” génico, bem como uma selegdo mais eficiente dos recursos genéticos,
facilitando a deteccdo da real variabilidade genética para fins de melhoramento convencional
ou com fins biotecnoldgicos, bem como de conservagdo (BENKO-ISEPPON, 2001).

2.2. Género Manihot Miller

2.2.1. Aspectos botanicos

O género Manihot Miller (Euphorbiaceae Juss.), nativo do continente americano, esta
distribuido desde os Estados Unidos até a Argentina sendo constituido por cerca de 100 espécies
distribuidas em 19 se¢des, das quais 13 ocorrem no Brasil sendo também considerado um dos
principais centros de diversificacdo biolégica com cerca de 38 espécies, concentradas
principalmente na regido central do pais (DA SILVA; BANDEL; MARTINS, 2003; NASSAR,
2000a, 2000b, 2006; ROGERS; APPAN, 1973). O Sudeste do México, Nordeste do Brasil e
Bolivia compdem o segundo centro de diversidade. Outra area de ocorréncia natural de muitas
espécies no Brasil é a regido amazdnica (NASSAR, 2000b; OLSEN; SCHAAL, 2001).
Morfologicamente s@o reconhecidas pelas folhas que em geral sdo lobadas, de tonalidades
purpureas, presenca de latex e inflorescéncias racemosas ou paniculadas (ROGERS; APPAN,
1973). Suas espécies sdo perenes desenvolve-se em areas abertas ou de florestas e apresentam
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habito de crescimento desde ervas, subarbustos, arbustos e raramente arvores ou trepadeiras
(CARMO JUNIOR et al., 2013; JUDD, 2002; ROGERS; APPAN, 1973; SOARES;
SALVIANO, 2000).

As folhas sdo membranaceas ou coriaceas, inteiras ou lobadas, apresentando de 3 a 11
lobos, lanceolados, obovados, ovados ou reniformes, o peciolo apresenta cor e tamanhos
variados (SOARES; SALVIANO, 2000). As inflorescéncias sao do tipo racemo ou panicula, as
flores estaminadas e pistiladas ocorrem na mesma planta, sendo as estaminadas na parte
superior, monoclamideas, calice com cinco sépalas imbricadas e 10 estames. As flores
pistiladas, na parte basal, sdo bem maiores, apresentam ovario supero, tricarpelar e trilocular,
com um 6vulo em cada l6culo, estiletes em namero de trés, curtos e unidos entre si. O estigma
é carnoso, ondulado e bem desenvolvido. O fruto é esquizocapéaceo, tricoca, apresentando
carpéforo, com deiscéncia septicida e loculicida, superficie geralmente lisa, podendo haver
espécies com frutos alados. Os frutos amadurecem e secam depois de seis meses quando se
abrem e expulsam as sementes a grandes distancias. As sementes sdo carunculadas,
apresentando superficie lisa e brilhante coberta por manchas escuras (CARVALHO; FUKUDA,
2006; ROGERS; APPAN, 1973).

2.2.2. Importancia econdmica

Embora os primeiros registros do cultivo de mandioca nas Américas datarem de 1.400
anos a.C. em um pre-histérico vilarejo da civilizacdo Maia em EI Salvador, a origem da
Mandioca é ainda incerta. No Brasil, foram encontradas gravuras de raizes semelhantes as de
mandioca em um sitio arqueolégico de Minas Gerais ha aproximadamente 800 anos d.C.
(FREITAS; MARTINS, 2003). Desde a publicacdo da Monografia do género Manihot
(ROGERS; APPAN, 1973) que postulou que a mandioca surgiu de um “compilado-de-
espécies” resultado de eventos de hibridizacao entre diversas espécies, entre elas M. aesculifolia
(Kunth) Pohl, endémica da América Central, estudos taxonémicos e filogenéticos tém sido
realizados na tentativa de apresentar relacBes filogenéticas mais claras para as espécies
relacionadas (CARVALHO; GUERRA; CARVALHO, 1999; CARVALHO et al.,, 2009;
COLOMBO; SECOND; CHARRIER, 2000a, 2000b; COLOMBO et al., 1998; DE
CARVALHO; GUERRA, 2002; ELIAS; PANAUD; ROBERT, 2000; FREGENE et al., 1994;
NASSAR, 2000b; OLSEN; SCHAAL, 1999, 2001; OLSEN, 2004; ROA et al., 1997, 2000).
Allem (1994) propds a hipotese de que a mandioca tenha surgido como espécie Unica, M.
esculenta, com trés subespécies reconhecidas: Manihot esculenta subsp esculenta, sendo esta a

espécie domesticada; e mais duas encontradas na natureza: Manihot esculenta  subsp.
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flabellifolia (Pohl) Ciferri e Manihot esculenta subsp. peruviana (Muell. Arg.) Allem, vindo a
confirmar posteriormente a similaridade entre estas ultimas em estudos moleculares (ALLEM
et al.,, 2001). Léotard et al. (2009) propds que a mandioca sofreu apenas um evento de
domesticacdo e que sua relacdo com Manihot esculenta subsp. flabellifolia parece ser recente,
contudo com livre fluxo génico, enquanto que para a espécie M. pruinosa ndo é sustentada a
hipGtese de hibridizagdo. Alguns estudos, porém, mostram os estados do Tocantins, Goias,
Mato Grosso, Rond6nia e Acre como possiveis regides brasileiras de domesticacdo da
mandioca por populacdes indigenas (NASSAR, 2000a).

A introducdo em outros continentes como o africano e o asiatico se deu no século XVI
com as grandes navegacgdes (OLSEN; SCHAAL, 2001; ROGERS; APPAN, 1973), evento este
que tornou a mandioca uma importante espécie cultivada. Em paises em desenvolvimento, a
mandioca é uma das maiores fontes de amido e derivados. E consumida por mais de 600 milhdes
de pessoas no mundo. Pode ser cultivada nas regides tropicais e subtropicais devido a sua
rusticidade e tolerancia a solos pobres e a seca (CEBALLOS et al., 2004; EL-SHARKAWY,
2006). Dada sua importancia socioecondmica, a mandioca vem obtendo um crescimento médio
anual de 2,6%, passando de 97 milhdes para 173 milhdes de toneladas nos Gltimos anos. A
producéo brasileira de mandioca compreende cerca de 30 milhdes de toneladas (FAO, 2014,
WANG et al., 2014).

2.2.3. Estudos citogenéticos

O estudo e caracterizacdo genética da diversidade e da relacdo entre diferentes
espécies, populacdes e individuos é uma importante estratégia para o entendimento de questfes
evolutivas e citotaxondmicas, permitindo inferir sobre 0 comportamento de um determinado
organismo o que pode auxiliar em programas de melhoramento. No género Manihot, por
exemplo, as barreiras de isolamento reprodutivo sédo fracas, permitindo a ocorréncia de
hibridacdo interespecifica natural e artificial entre M. esculenta e espécies silvestres (NASSAR
et al., 1995, 1996). Na natureza, sobretudo na regido do semiarido brasileiro (caatinga), por
exemplo, existem diversos provaveis hibridos (JENNINGS, 1963). Do ponto de vista
Citogenético, todas as espécies do género Manihot analisadas até o presente momento
apresentam um cariétipo estavel com 2n = 36 cromossomos pequenos € muito similares,
variando de metacéntricos a submetacéntricos com formula cariotipica 16M (2Sat) + 2SM, com
heteromorfismo entre 0s cromossomos que apresentam satélites, além de seis sitios de DNAr
45S coincidindo com as bandas heterocromaticas CMA positivas e dois sitios de DNAr 5S em
um par de homélogos ( BAI; ASIEDU; DIXON, 1992; DE CARVALHO; GUERRA, 2002;



D. Oliveira Estudos citogenéticos de espécies dos géneros Manihot Mill. (Euphorbiaceae Juss.), Bambusa e
Dendrocalamus (Poaceae Barnhart).

21

MAGOON; KRISHNAN; VIJAYA BAI, 1970; NASSAR; HAMRICK; FLEMING, 2002,
NASSAR, 2000b). Espécies cultivadas de diversos géneros tém sido caracterizadas por meio
de varias técnicas citogenéticas contribuindo na identificacdo de marcadores cromossdémicos,
na dindmica e comportamento dos genomas durante as diferentes fases do ciclo celular e, na
identificacdo de alteracfes cromossémicas numéricas e estruturais, para reconstruir a histéria
evolutiva do grupo ou para o desenvolvimento e construcdo de mapas genéticos (GILL; GILL;
ENDO, 1993; GILL; GILL, 1994; GILL; HANS; JACKSON, 2008; PEDROSA;
SCHWEIZER; GUERRA, 2000).

2.3. Subfamilia Bambusoideae

2.3.1. Aspectos botanicos

A familia Poaceae € uma das maiores entre as angiospermas. Possui cerca de 11.000
espécies distribuidas em diversas regides fitogeograficas no mundo e em uma enorme variedade
de habitats (CLAYTON; RENVOIZE, 1986; OSBORNE et al., 2011). Os bambus representam
um dos grupos de monocotileddneas arbdéreas semelhantes a dicotileddneas em termos de
tamanho e tipo de ramificagdo, sendo o Unico com gramineas arboreas ocorrentes no mundo.
Os géneros arbdreos e herbaceos em relagcdo a morfologia e anatomia sdo muito parecidos,
sendo por isso, compreendidos na subfamilia Bambusoideae (CALDERON; SODERSTROM,
1980).

A subfamilia Bambusoideae destaca-se por conter espécies ocorrentes na floresta
tropical estendendo-se até as regides temperadas (DAHLGREN; CLIFFORD; YEO, 1985). As
espécies ocorrentes na América do Sul sdo em sua maioria variedades herbaceas sendo a maior
diversidade de espécies encontradas no Brasil (137 espécies) seguido por Colémbia (70),
Venezuela (60), Equador (42) Costa Rica (39), México (37) e Peru (37) (LONDONO, 1996,
2001). No Brasil ha a predominancia de 89% dos géneros e 65% das espécies que sdo relatados
no Novo Mundo, sendo de origem asiatica as espécies mais conhecidas.(DAS et al., 2008;
FILGUEIRAS; GONCALVES, 2004).

A subfamilia Bambusoideae estd dividida em tribos, levando-se em conta
caracteristicas da semente, anatomia das folhas, morfologia e nimero cromossémico. A tribo
Bambusae, que inclui os bambus, foi agrupada na subfamilia Bambusoideae quando estas
caracteristicas dos seus componentes foram comparadas com as caracteristicas dos
componentes das outras tribos, Panicoidae, Festucoidae e Choridoidae (RAO, 2000).

Quanto ao tipo de crescimento, ha dois grupos de espécies de bambu: entoucerantes
(paquimorfos) e alastrantes (leptomorfos). Os primeiros constituem a maioria das espécies
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tropicais e subtropicais, como as dos géneros Bambusa, Dendrocalamus, Thyrsostachys e
Guandua, todos introduzidos da Asia, os quais se adaptam bem a temperaturas mais altas, tendo
um consideravel interesse para o Brasil (SALGADO, 1987).

2.3.2. Importancia econdmica

Tanto na Asia quanto na América espécies de bambus sdo bastante visiveis como
componentes tipicos da flora com usos variados, sendo conhecido no oriente como planta dos
mil usos, incluindo alimentacgdo, uso medicinal, artesanato, construcdo, fabricacdo de papel,
combate a erosdo, recuperacdo ambiental, industrias de cosméticos, entre outros, devido as suas
excelentes caracteristicas quimicas, mecanicas e fisicas (BANIK, 2015a; DRANSFIELD;
WIDJAJA, 1995; K M.WONG, 1989; WONG, 2004; YUMING et al., 2004). Além disso, é
uma cultura ecoldgica, por apresentar baixos impactos ambientais, podendo ser usada como
protetor e regenerador do solo (RAO et al., 1998). A sua elevada utilidade se deve as suas
excelentes caracteristicas de alta resisténcia mecénica e durabilidade dos colmos, tendo as
vantagens do ciclo curto e da producdo de colmos assexuadamente por muitos anos sem
replantio (BANIK, 1988; LITTLE JR.; WADSWORTH, 1964).

As espécies de bambu ainda sdo pouco conhecidas e divulgadas na América Latina,
pois paises como Venezuela, Colémbia, Peru e Costa Rica, que tém grandes areas florestais de
bambu, fazem pesquisas muito restritas a seu uso na producgéo industrial e a sua exploragéo
(HIDALGO-LOPEZ, 2003). No Brasil, dentre as espécies comerciais introduzidas, destaca-se
Bambusa vulgaris, usada em reflorestamentos para a produgdo de celulose de fibra longa
principalmente na regido Nordeste, chegando a ocupar de 35.000 a 40.000 ha (TOMAZELLO
FILHO; AZZINI, 1987). No estudo do potencial para fornecimento de fibras longas para a
producdo de papel Kraft pela industria papeleira Bambusa vulgaris mostrou alto potencial
devido a producéo de fibras longas, em comparacdo a Pinus elliottii podendo ser usadas para a
elaboracdo de embalagens de papel, atribuindo as mesmas elevada resisténcia ao rasgamento
(LONDONO, 2001; OGUZILE; UWAJEH, 2009).

2.3.3. Estudos citogenéticos

Do ponto de vista citogenético, estudos feitos por Darlington e Wylie (1955) e Ueda
(1960) na subfamilia Bambusoideae demonstram serem raras espécies diploides, sendo todas
consideradas poliploides de niveis variaveis, com nimero basico X = 12 (YEASMIN et al.,
2015), para espécies de porte arboreo, havendo tripldides, tetrapldides e hexapldides com 2n =
36, 48, 72, respectivamente. No grupo dos bambus herbaceos o nimero basico mais comum
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parece ser x = 11 (JACOBS; EVERETT, 2000), embora x =7, 9, 10 e 12 também tenham sido
relatados (SODERSTROM, 1981; YEASMIN et al., 2015; ZHANG; CLARK, 2000). Em geral,
0 numero total de cromossomos é de 2n = 48, 74 ou até 96, decrescendo gradualmente da zona
tropical para a zona subtropical, sendo esperado que em regides frias, assim como em altas
latitudes e grandes altitudes 2n seja menor que 48 (GUANG-ZHU, 1985). Seijo e Fernadez
(2003) afirmam que a localizacdo e tamanhos das restricGes secundarias podem ser um
pardmetro da diversificacdo cariotipica entre as espécies, classificando-os como macro e
microssatélites, estes ultimos encontrados no presente trabalho.

Apds uma andlise detalhada em 185 espécies de 33 géneros e seis (06) subtribos,
Ruiyang (2003) reportou a variagdo nos nimeros cromossémicos de algumas espécies de
Bambusa e Dendrocalamus. Utilizando citometria de fluxo Gielis et al., (1997) determinaram
que o contetdo de DNA genémico nas espécies de florestas tropicais € maior que nas espécies
de florestas temperadas.

2.4. Técnicas citogenéticas

2.4.1. Coloragéo convencional

O tipo de coloracdo convencional mais utilizado é a técnica com uso do corante
Giemsa. Embora simples, esta técnica permite marcar os cromossomos uniformemente,
possibilitando a obtengdo de véarios dados cromossémicos como 0 nimero cromossémico de
cada espécie, as medidas dos cromossomos (comprimento total da cromatina, comprimento dos
bragos curtos e longos) que permitem determinar os indices de assimetria, o indice centromeérico
e a razdo entre 0s bragcos cromossémicos, sendo possivel também a visualizacdo de regides
satélites associada ao cromossomo (podendo estar ausente) e da regido centromérica.

O indice centromérico ou a razdo entre 0s bracos cromossémicos pode ser usado para
estabelecer a formula cariotipica dos cromossomos, classificada nas categorias: metacéntrico,
submetacéntrico, telocéntrico e acrocéntrico (GUERRA, 1988). Segundo Guerra et al., (1997),
estes dados e o padréo de condensacdo e de coloragdo, podem fornecer informacdes valiosas
para comparar espécies ou identificar variacdes inter e intraespecificas. Melo (2011) encontrou
varia¢do no nimero cromossémico, no tamanho e no nivel de ploidia para espécies do género
Solanum L (Solanaceae) utilizando a coloragéo convencional, obtendo informagdes adicionais

com auxilio de outras técnicas.

2.4.2. Coloragéo diferencial por fluorocromos

Em estudos citogenéticos, a caracterizagdo do conjunto cromossdémico de uma espécie
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é fundamental e muitas vezes a coloragdo convencional é insuficiente para a diferenciacéo
cromossdmica intraespecifica e interespecifica, principalmente nas espécies que apresentam
nimero e morfologia cromossémica semelhante. Devido a estas limitagdes, em meados da
década de 1970 foram introduzidas as técnicas de bandeamento cromossdmico a citogenética,
permitindo assim uma caracterizacdo citogenética com base na coloracdo diferencial de
determinadas regides nos cromossomos, o0 que permitiu identificar com mais clareza com base
nesses padrGes de coloragdo os pares de homdlogos (SCHWARZACHER; AMBROS;
SCHWEIZER, 1980).

Existem corantes que possuem propriedades fluorescentes com afinidade quimica a
determinadas bases nucleotidicas. Podem ser encontrados fluorocromos com afinidade pelas
bases adenina e timina (AT), como é o caso do 4’-6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI), da
quinacrina e do Hoechst 33258, e outros que coram as regifes ricas em guanina e citosina (CG),
destacando-se a cromomicina A3 (CMA) e a mitramicina. Os corantes DAPI e 0 CMA sdo 0s
mais empregados no estudo de cromossomos de plantas (KIM; PUNINA; RODIONOV, 2002;
SUMMER, 2003). De Carvalho e Guerra (2002) observaram padrdes de bandas semelhantes
entre cultivares e espécies de Manihot ao utilizarem os corantes CMA/DAPI, sugerindo alta

estabilidade cariotipica do género.

2.4.3. Hibridizagéo Fluorescente in situ — FISH

Nos ultimos anos os estudos relacionados a area da genémica e citogenética de plantas
tem progredido fortemente. Técnicas como a FISH tornaram-se rotineiras no mapeamento fisico
de sequéncias altamente repetitivas, tornando-se também aplicavel as sequéncias de baixo
nimero de cdpias bem como sequéncias de copia Unica (DOLEZEL et al., 2014; HOUBEN;
SCHUBERT, 2007). A FISH é hoje € a forma de HIS (Hibridizac&o in situ) mais utilizada na
citogenética de plantas. Os avancos na preparacdo de amostras e processamento de imagens
deram oportunidade para um aumento significativo na resolucédo e sensibilidade desta técnica
(BASS: BIRCHLER, 2012).

Os fluorocromos mais utilizados na coloragdo da sonda séo os Cy3, FITC, vermelho-
Texas e rodamina. Para corar o DNA cromossémico total, usa-se mais comumente o DAPI ou
0 iodeto de propideo. Sequéncias Unicas ou repetitivas (organizadas em tandem) ou o DNA
gendmico total de um organismo podem ser usadas como sonda. Entretanto, as mais utilizadas
sdo as de sequéncias repetitivas (DNAr 45S e 5S), devido ao fato de serem mais facilmente
detectadas e proporcionarem sinais mais evidentes. Uma caracteristica importante dos DNAr

5S e 45S (abrangendo as regides 18S, 5.8S e 28S) é que a sequéncia de nucleotideos desses
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genes é muito conservada evolutivamente, o que significa que elas sdo muito similares em todos
0s eucariotas (GUERRA, 2004).

Nesta perspectiva, o uso da FISH pode subsidiar dados que auxiliem na reconstituicdo
da formacéo de hibridos importantes em programas de melhoramento por exemplo, bem como
na elucidagdo dos eventos evolutivos que causam mudangas na dinamica e estrutura dos

genomas.
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Resumo: A mandioca pertence ao género Manihot Mill. (Euphorbiaceae) e é considerada uma
das espécies cultivadas de maior importancia em paises em desenvolvimento e uma das maiores
fontes de amido e derivados. Do ponto de vista citogenético, as espécies do géneroapresentam
cariétipo estavel. Entretanto, sutis variacbes podem ser observadas por meio de marcadores
citogenéticos. No presente trabalho, 14 acessos de mandioca (Manihot esculenta Crantz) e 10
espécies relacionadas foram analisadas citogeneticamente por meio da coloragéo convencional,
coloragéo com os fluorocromos cromomicina Az e 4’, 6 diamidino-2-fenil indol e hibridizagdo
in situ fluorescente (FISH) com sondas de DNAr 5S e 45S. Foi observado ndmero
cromossdmico diploide 2n = 36 com cromossomos de meta a submetacéntricos, tamanho médio
de cerca de 1,12 um e quatro cromossomos com satélite. A coloragdo com os fluorocromos
CMA e DAPI revelou um nimero frequente de seis bandas CMA™ terminais. Nenhuma banda
DAPI* foi observada. A FISH evidenciou sinais de DNAr 45S colocalizados com as bandas

CMA. Os sinais de 5S ndo tiveram correspondéncia com as bandas CMA. Varia¢cdes quanto
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ao numero e posicdes das bandas CMA+, sitio de DNAr 5S e 45S foram observadas. Com base
nestes resultados desenvolvemos uma nomenclatura de Tipos Cromossémicos para Manihot
atribuindo uma melhor caracterizacao e reconhecimento dos cromossomos entre as espécies do
género, sendo possivel utilizar estes resultados em estudos filogenéticos, citotaxondmicos e de

melhoramento genético.
Termos para indexacdo: Mandioca, Citogenética, Tipos Cromossdmicos, Euphorbiaceae.

Characterization, morphometry and chromosomal typology of species of Manihot Mill.
Abstract: Cassava belongs to the genus Manihot Mill. (Euphorbiaceae) and is considered one
of the most important cultivated species in developing countries and a major source of starch
and starch derivatives. Into a Cytogenetic approach, the Manihot genus presents stable
karyotype. However, smooth variations can be observed by means of cytogenetic markers. In
this study, 14 cassava accessions (Manihot esculenta Crantz) and 10 related species were
analyzed cytogenetically by conventional staining, staining by fluorochromes chromomycin Az
and 4', 6-diamidino-2-phenyl indole and fluorescent in situ hybridization (FISH) with probes
of rDNA 5S and 45S. It was observed diploid chromosome number 2n =36 chromosomes
ranging from meta to submetacentrics with average size of about 1.12 pm and  four
chromosomes with satellites. Staining with fluorochromes CMA and DAPI revealed a frequent
number of six CMA* terminal bands. No DAPI™ band was observed. FISH of 45S rDNA probes
showed signs colocalized with CMA™ bands. The 5S signals had no correspondence with the
CMA bands. Variations in the number and positions of the CMA™ bands and in the rDNA 5S
and 45S sites were observed. Based on these results we developed a nomenclature of
Chromosome Types for Manihot giving a better characterization and recognition of
chromosomes between species of the genus, being possible the usage of these results in

phylogenetic studies, cytotaxonomic and breeding.
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Index terms: Cassava, Cytogenetics, Chromosome Types, Euphorbiaceae.

Introducéo

A mandioca (Manihot esculenta Crantz.) é uma importante cultivar em paises em
desenvolvimento e uma das maiores fontes de amido e derivados, sendo consumida por mais
de 600 milhdes de pessoas no mundo. Citogeneticamente, todas as espécies do género Manihot
Mill. ja analisadas apresentam cari6tipo estavel com 2n = 36 cromossomos pequenos e
similares, variando de metacéntricos a submetacéntricos com seis sitios de DNAr 45S
coincidindo com as bandas heterocromaticas CMA® e dois sitios de DNAr 5S em um par de
homdlogos (Nassar 2000b; Carvalho & Guerra 2002). Espécies cultivadas de diversos géneros
tem sido caracterizadas citogeneticamente contribuindo na identificagdo de  marcadores
cromossdmicos, na dindmica e comportamento dos genomas durante as diferentes fases do ciclo
celular e, na identificacdo de alteragcGes cromoss6micas numéricas e estruturais, para reconstruir
a histdria evolutiva do grupo ou para o desenvolvimento e construcdo de mapas genéticos (Gill
& Gill 1994; Pedrosa et al. 2000).

Mesmo em géneros com cariotipo estavel e cromossomos pequenos, como Citrus L. (M
Guerra, 1993) e Phaseolus L. (Moscone, Klein, Lambrou, Fuchs, & Schweizer, 1999), tem sido
possivel identificar diferencas citogenéticas entre espécies. Um modelo de tipos cromossémicos
para o género Citrus foi desenvolvido por Guerra (1993) auxiliando na caracterizacdo de
diferentes espécies do género bem como por Urdampilleta et al. (2015) na tribo Cestreae.

Nosso trabalho analisou acessos de Manihot esculenta e espécies relacionadas via
coloragdo com CMA/DAPI e FISH comparando aos dados da literatura a fim de identificar
marcas cromossomicas que possibilitem o desenvolvimento de um sistema de classificagdo
cromossdmica no género Manihot.

Material e Métodos
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Foram analisados 14 acessos de Manihot esculenta, além de outras 10 espécies
selvagens apresentadas na Tabela 1. As espécies foram cultivadas em vasos na casa de

vegetacdo do Departamento de Biologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Coloracéo convencional

Para a coloracdo convencional foram utilizadas raizes jovens pré-tratadas com 8-
hidroxiquinoleina por 4 horas a temperatura ambiente, fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: &cido
acético glacial) por um periodo de 24 horas, e estocadas no freezer até posterior analise. Para
coloracdo convencional, as laminas foram preparadas pela técnica do esmagamento em uma
gota de &cido acético 45%, congeladas em nitrogénio liquido para remoc¢do da laminula e

coradas com Giemsa 2% (Guerra e Souza 2002).

Coloracéo com fluorocromos CMA/DAPI

Para a coloragéo com fluorocromos foi adotada a metodologia de Schweizer e Ambros
(1994). As raizes foram digeridas entre duas e trés horas em uma solugdo de celulase (2%) e
pectinase (20%) a 37°C e, posteriormente, esmagadas em &cido acético a 45%. As laminas
foram envelhecidas por trés dias em temperatura ambiente e, posteriormente, coradascom
CMA a 0,5 mg/mL, por 60 minutos e novamente coradas com DAPI 2 g/ml por 30 minutos e,

finalmente, montadas em tampéo Mcllvaine-glicerol 1:1 (v/v).

Hibridizacao fluorescente in situ - FISH

Para localizar os sitios de DNAr por FISH, o clone (D2) contendo um fragmento de 500
pb proveniente da regido do DNAr 5S de Lotus japonicus (Regel) K. Larsen (Fabaceae)
(Pedrosa et al. 2002), e o clone (R2), um fragmento de 6,5 kb correspondente ao DNAr 18S-
5,8S-25S de Arabidopsis thaliana (Wanzenbock, Schbfer, Schweizer, & Bachmair, 1997)
foram marcados com Cy3-dUTP (Amersham) e utilizados como sondas. O protocolo de FISH

foi realizado como descrito por Pedrosa et al. (2002).
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Fotodocumentacao e caracterizagdo cromossomica

As melhores células foram fotografadas em microscépio de epifluorescéncia LeicaDM
2500 equipado com camera digital DFC 345FX utilizando-se para processamento das imagens
o software CW 4000. As imagens foram editadas e montadas no software Adobe Photoshop
CS5 utilizando-se do brilho e contraste. A montagem dos ideogramas foi feita utilizando os
softwares Corel DRAW X7 e Adobe Photoshop CS5. As medic¢bes cromossdomicas foram feitas
usando 0 software livre MicroMeasure V. 3.3

(www.colostate.edu/Depts/Biology/MicroMeasure).

Para caracterizagdo do caridtipo foram analisadas a morfometria com base na média do
indice centromeérico (IC), tamanho dos bragos, curto (b) e longo (B), razéo entre os bracos curto
e longo (R), aléem do comprimento médio cromossémico CMC). A nomenclatura adotada para
a morfologia cromossdmica foi a de Levan et al. (1964), sendo M para metacéntricos (1C=50.0-
40.1), SM para submetacéntricos (IC = 40.0-25.1), A para acrocéntricos (IC =25.1-0.01)e T

para telocéntricos (IC = 0.00).

Resultados e Discussao

Todas as espécies analisadas apresentaram 2n = 36 cromossomos pequenos e muitos
similares morfologicamente, variando de metacéntricos a submetacéntricos (Fig. 1), com
tamanhos cromoss6micos variando de 0,547 a 1,68 um no Clone 83194 de Manihot esculenta
(menor) a 0,580 a 1,989 um no acesso BGM 1444 (maior), com média de 1,117 pum como
apresentado na tabela 2. Resultados similares foram relatados por outros autores para diversas
espécies de Manihot (Abraham 1944; Magoon et al. 1970; Nassar 1980; Bai et al. 1992;
Carvalho & Guerra 2002; Santos et al. em publicacdo), sendo relatado apenas dois trabalhos

reportando triploidia espontanea no género revelando 2n =54 (Sardos et al., 2009), onde
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Carvalho et al. (1999) determinou 0 nimero cromossdmico 2n = 54 para a espécie Manihot

esculenta, ‘Manipeba’.

Como reportado por Carvalho & Guerra (2002), o presente trabalho também encontrou
variacdo na condensacdo de alguns pares cromossémicos em algumas espécies, onde um  dos
bragos se condensam mais rapidamente, enquanto o outro permanece distendido (Fig 1a, b, e,
g,). Isso sugere que possam existir diferentes tipos de cromatina entre espécies e/ou variedades
de Manihot. Este tipo de observacdo também foi encontrado em trabalhos para outras espécies
vegetais (A. C. Brasileiro-Vidal, Melo-Oliveira, Carvalheira, & Guerra, 2009; Marques, Roa,
& Guerra, 2010). A ocorréncia de satélites também foi registrada (Fig 1e, j, n, r). A fig 1k
mostra uma célula incompleta, porém na mesma é possivel ter uma boa distingdo da morfologia

cromossOmica observada no género.

A co-localizagdo da heterocromatina dos diferentes cariétipos de Manihot com os sitios
de DNAr 45S e bandeamentos C foram previamente descritos na literatura, exibindo seis blocos
CMA+ em trés pares cromossdmicos correspondendo a esses mesmo sinais (Carvalho &
Guerra, 2002). Tais caracteristicas também foram encontradas em outras espécies vegetais (Las
Pefias, Urdampilleta, Bernardello, & Forni-Martins, 2009). A presente analise revelou um
padrdo similar para todas as espécies analisadas, com excec¢do das espécies M. dichotoma (fig
2i) que revelou doze (12) bandas CMA*, M. reflexifolia com sete sinais CMA+ em trés pares
cromossdmicos, sendo em um cromossomo de um dos pares encontrada duas bandas CMA+
nas regides terminais de ambos os bracos cromossdmicos (Fig 2j) e hibridos naturais M.
esculenta e M. reflexifolia (Fig 2k). Este Gltimo dado é inédito para o género e permite inferir
sobre a usabilidade das técnicas de bandeamento para diferenciacdo e/ou caracterizagdo de
espécies bem como em programas de melhoramento. Em alguns praparados foi possivel
observar bandas DAPI+ em um ou dois pares cromossémicos na espécie M. leptophylla. Este

tipo de ocorréncia foi registrado em espécies de Manihot por Carvalho & Guerra (2002).
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As marcacdes reveladas por sondas de DNAr 45S foram correspondentes as regides
CMA+, apresentando seis sinais nas regifes terminais dos cromossomos de todas as  espécies
exceto em M. dichotoma que apresentou sete sinais e em M. leptophylla que apresentou seis
sinais, sendo quatro pericentroméricos e dois sinais menores terminais (Fig 2 i, f). Em espécies
evolutivamente mais préximas a variagdo interespecifica do nimero e posicdo dos sitios de
DNAr 45S é geralmente maior, ao contrario do que ocorre com os sitios de DNAr 5S (Berjano,
Roa, Talavera, & Guerra, 2009; Fregonezi, Fernandes, Torezan, Vieira, & Vanzela, 2006;
Pedrosa-Harand et al.,, 2006; Ran, Hammett, & Murray, 2001; Weiss-Schneeweiss,
Tremetsberger, Schneeweiss, Parker, & Stuessy, 2008). Contudo, a existéncia de espécies que
compartilham as mesmas caracteristicas como mesmo numero cromossdmico, nivel de ploidia
e padrbes de distribuicdo de sitios de DNAr 45S, ndo implica serem estas necessariamente
proximas umas das outras (M. Guerra, 2008; Lysak et al., 2006). O estudo filogenético mais
recente para o género Manihot foi proposto por Duputié et al. (2011) onde ficaram agrupadas
num mesmo clado com alto suporte estatistico as espécies M. dichotoma e M. glaziovii, queno
presente trabalho apresentaram diferencas quanto ao nimero de sitios de DNAr 45S, sete e seis

respectivamente.

As espécies Manihot esculenta var. mandiocaba, M. dichotoma e M. glaziovii
apresentaram dois sitios de DNAr 5S na regido terminal de um par cromossémico (Fig 2 ¢, g,
1). Resultados similares foram reportados por Carvalho & Guerra (2002) e Santos et al. (em
publicacdo). Tal caracteristica denota ser este sitio aparentemente conservado entre as espécies,
0 que pode ser esperado em cariotipos estaveis (Adams, Leitch, Bennett, Chase, & Leitch,
2000). A excecdo foi para a espécie M. glaziovii subsp. noronhense que apresentou trés sinais
de DNAr 5S, dois na regido terminal de um par cromossdomico e um outro sinal na regido

pericentromérica de um outro cromossomo (Fig 2h). Tal ocorréncia ainda ndo é bem entendida.
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O ndmero de sitios de DNAr pode também ajudar a reconhecer o nivel de ploidia de
uma espécie (D’Hont, Ison, Alix, Roux, & Glaszmann, 1998; M. Guerra, 2008; Marcelo Guerra,
2004), embora essa correlagdo nem sempre seja evidente. Pequenas variagdes cromossémicas,
embora sutis, podem ser suficientes para diferenciar espécies e/ou variedades agrondémicas, 0
que é uma caracteristica importante quando da analise de espécies com Cromossomos pequenos
e similares morfologicamente (M. Guerra, 2008). Por meio de técnicas de bandeamento
CMAJ/DAPI em conjunto com dados morfométricos, Guerra (1993) propés uma classificagdo
de tipos cromossdmicos de Citrus L. para auxiliar na caracterizacdo de espécies do género,
expandindo sua aplicabilidade tanto para fins de melhoramento quanto para estudos de
evolucdo e citotaxonomia, vindo a ser revisada e utilizada em estudos subsequentes ( a. C.
Brasileiro-Vidal, Dos Santos-Serejo, Soares Filho, & Guerra, 2007; R.Carvalho, Soares Filho,
Brasileiro-Vidal, & Guerra, 2005; Cornélio et al., 2003; Yamamoto et al., 2007; Yamamoto,
Abkenar, Matsumoto, Kubo, & Tominaga, 2008).x> Abordagem similar foi realizada por
Kenton et al. (1993) na caracterizagdo de Nicotiana tabacum L., Urdampilleta et al. (2015) e

Fernandes et al. (2009) na diferenciagdo cromossémica de espécies da familia Solanaceae.

Embora o género Manihot ndo apresente diferenciacdo quanto o nUmero de
cromossomos e sua morfologia, bem como tenha uma estabilidade no nimero de bandas
CMA+, sitios de DNAr 45S e 5S, € possivel encontrar em alguns casos diferenciacdo destes
sinais. Tal caracteristica pode ser utilizada como parametro na caracterizacdo de espécies e

acessos e/ou variedades agrondmicas para fins filogenéticos ou de melhoramento genético.

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho e em consulta a literatura, além
da colaboragcdo de outros pesquisadores propomos um indice de tipos  cromossémicos
encontrados em espécies do género Manihot (Fig 3). Dada a similaridade entre os cariétipos
quanto & forma e namero, um indice desta natureza pode auxiliar na identificagdo cromossdmica

de espécies do género, podendo ainda ser utilizado como parametro filogenético. Embora ndo
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tenha usado um modelo idéntico, por meio de caracteristicas cariotipicas (Souza, Crosa, &
Guerra, 2010) indicou a circunscri¢do de espécies do género Ipheion Rafinesque. Com base
neste tipo de parametro os autores puderam confirmar que as espécies de Nothoscordum Kunth
por eles estudadas e agrupadas dentro do género Ipheion estavam mais proximamente

relacionadas com outras espécies de Nothoscordum.
Conclusdes

Detalhamentos refinados no cariotipo de Manihot como utilizacdo de sondas de
sequéncias repetitivas do genoma ainda sdo pendentes e podem corroborar ainda maisa
caracterizacao de diferentes tipos cromossomos no género como por exemplo o realizado por
(She, Liu, Diao, Hu, & Song, 2007) onde analisando a distribuicdo dos DNASs repetitivos ao
longo dos cromossomos de diversas espécies, conseguiu caracterizar alguns cromossomos
especificos, em especial no cariétipo da cevada, que foi possivel diferenciar cada um dos sete
homdlogos. Mesmo sendo este tipo de analise sendo mais promissor em espécies com
cromossomos grandes, a avaliagdo e caracterizagdo destas sequéncias sédo de grande

importancia para o entendimento dos eventos evolutivos ocorridos em Manihot, por exemplo.

Nesta perspectiva, a nomenclatura de Tipos Cromossémicos é uma importante
ferramenta na caracterizacdo do género Manihot por atribuir uma identidade propria aos

diferentes caridtipos existentes.
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339 Tabelas

Tabela 1. Lista de espécies analisadas, origem e conjunto cromossémico somatico.

Secdo

Manihot

Sinuatae

Glaziovianne

Peruvianae
Grandibracteatae

Sem secdo

Taxon Origem 2n

Espécie Variedade/Cultivar
Aipim Bravo EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
Cruvela Recife - PE 36
Isabel de Souza EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
Jaburu* EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
Macaxeira Peixe EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
Mandiocaba EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
Maninct eculenta Crantz Clone 83194 EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
BGM 66 EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
BGM 342 EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
BGM 0537 EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
BGM 0549 EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
BGM 0867 EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
BGM 1159 EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
BGM 1444 EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
Manihot anomala Pohl EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
Manihot glaziovii Miill. Arg EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
Manihot glaziovii subsp. noronhense Areia - PB 36
Manihot dichotoma Ule EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
Manihot maracasensis Ule EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
Manihot leptophylla Pax & K. Hoffmann EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
Manihot tomentosa Pohl EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
Manihot elongata P. Carvalho & M. Martins EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas - BA) 36
Manihot reflexifolia P. Carvalho & M. Martins Chapada Diamantina - BA 36
Hibrido de M. reflexifolia Chapada Diamantina - BA 36
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Tabela 2. Nimero cromossémico (2n); Média do Comprimento Cromossdémico (CMC); Cromossomo menor e maior (b-B); Média da razdo entre braco longo e curto (R) e do indice

Centromérico (IC); Formula Cariotipica Média (M: metacéntrico) de espécies do género Manihot Mill. Se¢Ges descritas de acordo com Rogers e Appan (1973).

* Cromossomos menos condensados.

Taxon Variedade/ Cultivar
__ 2n CMC b-B (um) R IC FMC
Secéo Espécie
Aipim Bravo 36 0,960+0,041 0,669+0,005 — 1,722+0,217 1,191 46,069 M
BGM 66 36 1,034+0,035 0,725+0,004 — 1,635+0,090 1,274 44,646 M
BGM 1444 36 1,075 0,580+0,011 — 1,989+0,985 1,293 44,127 M
BGM 1159 36 0,948+0,024 0,679+0,009 — 1,409+0,001 1,189 45,877 M
Manihotioides Manihot eculenta Crantz
Clone 83194 36 0,867+0,054 0,547+0,004 — 1,680+0,154 1,260 44,804 M
Cruvela 36 1,045+0,060 0,573 — 1,764+0,100 1,366 43,108 M
Jaburu* 36 2,622+0,298 1,591+0,111 - 4,304+0,002 1,250 44,821 M
Macaxeira Peixe 36 1,051+0,058 0,709+0,002 — 1,918+0,161 1,447 42,198 M
Sinuatae Manihot anémala Pohl
36 0,748+0,016 0,570+0,002 — 1,140+0,026 1,351 43,173 M
Glaziovianne Manihot glaziovii Mll. Arg
36 0,954+0,019 0,708+0,001 — 1,325+0,002 1,350 43,411 M
Grandibracteatae Manihot tomentosa Pohl
36 0,984+0,019 0,602+0,015 — 1,661+0,306 1,432 41,967 M
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Figura 1. Complementos cromossdmicos registrados via coloragcdo convencional por Giemsa de
cultivares de Manihot esculenta e espécies relacionadas. (a) M. esculenta BGM 0867; (b) M. esculenta
BGM 342; (c) M. glaziovii; (d) M. dichotoma; (e) M. peruviana; (f) M. andémala; (g) M. tomentosa; (h)
M. esculenta BGM 0537; (i) M. irwinii; (j) M. esculenta cv Isabel de Souza; (k) M. esculenta BGM
0549 (célula incompleta); (I) M. esculenta BGM 1159; (m) M. esculenta BGM 66; (n) M. esculenta
BGM 1444; (0) M. esculenta Clone 83194; (p) M. esculenta cv. Cruvela; (q) M. esculenta cv. Jaburu;
(r) M. esculenta cv. Macaxeira-peixe. Setas indicam satélites. Barras indicam 10 pum.
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Figura 2. Representago esquematica, classificacdo e distribuigdo dos tipos cromossdmicos de espécies do
género Manihot. (a) M. esculenta BGM 1159; (b) M. esculenta cv. Cruvela; (c) M. esculenta cv.
Mandiocaba; (d) M. maracasensis; () M. elongata; (f) M. leptophylla; (g) M. glaziovii; (h) M. glaziovi
subsp noronhense; (i) M. dichotoma; (j) Hibrido de M. reflexifolia; (k) M. reflexifolia (possivel parental). *
Quando hibridizado consecutivamente e/ou conjuntamente; **Sitio extra em heterozigose; ***Ocorréncia

variavel; (*) dois sitios 45S terminais. Letras em maitsculo representam os tipos cromossémicos do género.

Ver figura 3. Escala representa valores médios dos cromossomos
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Figura 3. Nomenclatura de tipos cromossdémicos encontrados em espécies do género Manihot com base no tamanho, nimero e
posicdo dos sinais de bandeamento CMA/DAPI e hibridizacdo in situ de sondas de DNAr 45S e 5S. Tipos: A= Banda CMA* longa;
B= Banda CMA" longa + Satélite; C= Banda CMA"terminal;, D= Banda CMA" terminal + Satélite; E= Banda CMA" terminal em
ambos os bragos cromossémicos; F= DNAr 45S terminal; G= DNAr 45S subterminal; H= DNAr 45S pericentroméricas; 1=
Sobreposicao dos tipos C e F; J= DNAr 5S subterminal; K= DNAr 5S pericentromérico; L= Sem marcacdes.
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CONSIDERACOES FINAIS

O uso de técnicas citogenéticas na avaliacdo de espécies vegetais para fins de
investigacdo evolutiva, filogenética e taxondmica tem se mostrado bastante Gtil e
eficiente.

Seu uso na caracterizacao de espécies, acessos e variedades agronémicas também
tem contribuido significativamente na implementacdo de programas de melhoramento,
baseado na investigagdo de caracteristicas agrondmicas que possam ser assistidas via
manejo e observacdo dos cariétipos.

O desenvolvimento de ferramentas que auxiliem na identificacdo, caracterizacéo
e/ou diferenciacdo de espécies com base em caracteres cardiolégicos tem sido cada vez
mais explorado, sendo o indice de tipos cromossémicos proposto no presente trabalho
uma delas.

Acreditamos serem relevantes as informagdes aqui tratadas para estudos mais
aprimorados na cultura da Mandioca.

Entendemos ser a subfamilia Bambusoideae diversificada quanto aos seus
cariétipos, havendo variacGes intra e interspecifica no grupo.

Os diferentes niveis de ploidia encontrada em Bambusoideae aparentam mesmo
terem surgido independentemente ao longo de sua evolugdo, destacando-se o nivel
hexaploide como o mais estavel.

As diferengas nas marcagOes de bandeamento por fluorocromos CMA/DAPI
evidenciam a variagdo ocorrente entre as espécies analisadas.

Acreditamos que os dados apresentados neste trabalho podem auxiliar na
caracterizacdo de espécies dos grupos analisados, bem como na contribuicdo para
trabalhos futuros.
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ou mais palavras.

- Nao devem conter palavras que componham o titulo.
- Devem conter 0 nome cientifico (s& o nome binario) da especie estudada.

- Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual Agricultura Thesaurus
ou no Indice de Assuntos da base SciELQ .

Introdugao

- A palavra Introdugdo deve ser centralizada e grafada com letras minusculas, exceto a letra inicial,
e em negrito.

- Deve apresentar a justificativa para a realizagdo do trabalho, situar a importancia do problema
cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagao com outros trabalhos publicados sobre o
assunto.

- O Ultimo pardgrafo deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito ng inicio do
Resuma.

Material e Métodos
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- A expressao Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os termos Material e
Métodos devem ser grafados com letras minusculas, exceto as letras iniciais.

- Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronologica.

- Deve apresentar a descricdo do local, a data e o delineamento do experimento, e indicar os
tratamentos, o nimero de repeticdes e o tamanho da unidade experimental.

- Deve conter a descricdo detalhada dos tratamentos e varidveis.
- Deve-se evitar 0 uso de abreviagdes ou as siglas.

- Os materiais e os métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa repetir o
experimento.

- Devem ser evitados detalhes superfluos e extensas descricdes de técnicas de uso corrente,
- Deve conter informagao sobre os métodos estatisticos e as transformagoes de dados.

- Deve-se evitar o uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito, com letras
mindsculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

Resultados e Discussao

- A expressdo Resultados e Discussao deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
mindsculas, exceto a letra inicial.

- Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.
- As tabelas e figuras sao citadas sequencialmente.

- Os dados das tabelas e figuras nao devem ser repetidos no texto, mas discutidos em relagao aos
apresentados por outros autores.

- Evitar 0 uso de nomes de variaveis € tratamentos abreviados.
- Dados nao apresentados nao podem ser discutidos.

- Nao deve conter afirmagbes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos no préprio
trabalho ou por outros trabalhos citados.

- As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oracd@o do texto em
questdo; se as demais sentengas do pardgrafo referirem-se @ mesma tabela ou figura, ndo é
necessaria nova chamada.

- N&o apresentar 0s mesmos dados em tabelas e em figuras.

- As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente obtido.

Conclusdes

- 0 termo Conclusdes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras minusculas, exceto a
letra inicial.

- Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios adicionais, COm 0 verbo nc presente
do indicativo.

- Devem ser elaboradas com base ng objetivo do trabalho.
- Ndo podem consistir no resumo dos resultados.

- Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

- Devem ser numeradas € no maximo cinco.
Agradecimentos

- A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras minusculas,
exceto a letra inicial.

- Devem ser breves e diretos, iniciando-se com “Ao, Aos, A ou As” (pessoas ou instituigdes).
- Devem conter o motivo do agradecimento.
Referéncias

- A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras mintsculas, exceto a
letra inicial.

- Devem ser de fontes atuais e de periédicos: pelo menos 70% das referéncias devem ser dos
Gltimos 10 anos e 70% de artigos de periédicos.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptagoes descritas &
seguir.

- Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por ponto-e-
virgula, sem numeragao.

- Devem apresentar os nomes de todos os autores da obre.

- Devem conter os titulos das obras ou dos periddicos grafados em negrito.

- Devem conter somente a obra consultada, no caso de citagao de citagdo.

- Todas as referéncias devem registrar uma dala ¢€ publicagdo, mesmo que aproximada.

- Devem ser trinta, no Maximo.

Exemplos:

- Artigos de Angis de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e 0 manejo sustentavel ge ecossistemas florestais. In: SIMPOSIC

LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa Maria, Anais.Santa Maria: UFSM
Programa de Pés-Graduagd@o em Engenharia Florestal, 2004. p.153-162.

i

- Artigos de periddicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M, Identificacdo de QTL associados a simbiose entre
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Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.41, p.67-75,
2006.

- Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.A.S.; BELTRAO, N.E. de M. Manejo
cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O agronegé6cio da mamona no Brasil. Campina
Grande: Embrapa Algoddo; Brasilia: Embrapa Informacdo Tecnoldgica, 2001. p.121-160.

- Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.0. Cultivo da mandioca na Regido Centro-Sul do Brasil. Dourados:
Embrapa Agropecuaria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e Fruticultura, 2004. 116p.
(Embrapa Agropecuaria Oeste. Sistemas de produgao, 6.

- Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenolégico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizagdo de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p. Tese
(Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas.

- Fontes eletrénicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliagdo dos impactos econdémicos, sociais e ambientais
da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oeste: relatorio do ano de 2003. Dourados: Embrapa
Agropecuaria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecudria Oeste. Documentos, 66). Disponivel em: .
Acesso em: 18 abr. 2006.

Citagoes

- Nao sao aceitas citagoes de resumos, comunicagao pessoal, documentos no prelo ou qualquer
outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados. - A autocitacdo deve ser evitada. - Devem ser
normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as adaptagdes descritas a seguir.

- Redagdo das citagdes dentro de parénteses

- Citagdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maidscula, seguido de virgula e
ano de publicagdo.

- Citagao com dois autores: sobrenomes grafados com 2 primeira letra mailscula, separados pelo
"e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicagao.

- Citagao com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a primeira letra
maiuscula, seguido da expressao et al., em fonte normal, virgula e ano de publicag&o.

- Citagdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronolégica e em seguida a ordem
alfabética dos autores.

- Citagdo de mais de uma obra dos mesmos autores: os nomes destes nao devem ser repetidos;
colocar os anos de publicagdo separados por virgula.

- Citagao de citagao: sobrenome do autor e ano de publicagdo do documento original, seguido da
expressao “citado por” e da citagao da obra consultada.

- Deve ser evitada a citagao de citagdo, pois ha risco de erro de interpretagao; no caso de uso de
citagdo de citagdo, somente a obra consultada deve constar da lista de referéncias.

- Redagao das citagoes fora de parénteses

- Citagoes com os nomes dos autores incluidos na sentenga: seguem as orientagoes anteriores, com
Qs angs de publicagao entre parénteses; sdo separadas por virgula.

Formulas, expressoes e equagdes matematicas

- Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho padronizado da fonte
Times New Roman.

- Nao devem apresentar letras em italico ou negrito, a excegdo de simbolos escritos
convencionalmente em itdlico.

Tabelas

- As tabelas devem ser numeradas sequencialmente, com algarismo arabico, e apresentadas em
folhas separadas, no final do texto, apos as referéncias.

- Devem ser auto-explicativas.

- Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna indicadora dos
tratamentos ou das varidveis.

- Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes bibliogréficas.

- O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve ser claro,
conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e das variaveis
dependentes.

- No cabegalho, os nomes das variaveis que representam o conteudo de cada coluna devem ser
grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o significado das abreviaturas ne titulo ou
nas notas-de-rodapé.

- Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional de
Unidades.

- Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo algarismo.

- Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da tabela; dados nao
apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-rodapé explicativa.

- Na comparacao de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na coluna ou na
linha, a direita do dado, letras minusculas ou maiusculas, com a indicacdo em nota-de-rodapé do
teste utilizado e a probabilidade.

- Devem ser usados fios horizontais para separar o cabegalho do titulo, e do corpo; usa-los ainda na
base da tabela, para separar o conteudo dos elementos complementares. Fios horizontais adicionais
podem ser usados dentro do cabecgalho e do corpo; nao usar fios verticais.

- As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela; n&o fazer
espagamento utilizando a barra de espago do teclado, mas o recurso recuo do menu Formatar
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Paragrafo.
- Notas de rodapé das tabelas

- Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem constar nas
referéncias.

- Notas de chamada: sdo informacées de carater especifico sobre partes da tabela, para conceituar
dados. Sao indicadas em algarismo arabico, na forma de expoente, entre parénteses, a direita da
palavra ou do nimero, no titulo, no cabecgalho, no corpo ou na coluna indicadora. Sdo apresentadas
de forma continua, sem mudanga de linha, separadas por ponto.

- Para indicagdo de significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na forma de
expoente, a direita do dado, as chamadas ns (ndo-significativo); * e ** (significativo a 5 e 1% de
probabilidade, respectivamente).

Figuras

- Sdo consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar o texto.

- S0 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a8 documentagao dos
fatos descritos.

- O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nimero em algarismo
arabico, e do ponto, em negrito.

- Devem ser auto-explicativas.

- A legenda (chave das convengoes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no titulo, ou
entre a figura e o titulo.

- Nos gréficos, as designagdes das variaveis dos eixos X e Y devem ter iniciais mailusculas, e devem
ser seguidas das unidades entre parénteses.

- Figuras nao-originais devem conter, apés o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as fontes
devem ser referenciadas.

- O crédito para o autor de fotografias € obrigatério, como também € obrigatério o crédito para o
autor de desenhos e graficos que tenham exigido agdo criativa em sua elaboragdo. - As unidades, a
fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas as figuras devem ser padronizados.

- Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como: circulo,
quadrado, tridngulo ou losango (cheios ou vazios).

- Os numeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do quadrante.

- As curvas devem ser identiticadas ne propria tigura, evitando 0 excesso de informagées que
comprometa o entendimento do grafico.

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa reproducdo gréfica e
medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

- Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a edigao em
possiveis corregoes.

- Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

- No caso de gréfico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e 100%, para
cinco variaveis).

- Ndo usar negrito nas figuras.

- As figuras na forma de fotografias devem ter resolucdo de, no minimo, 300 dpi e ser gravadas em
arquivos extensdao TIF, separados do arquivo do texto.

- Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.

Notas Cientificas

- Notas cientificas sdo breves comunicag¢des, cuja publicacdo imediata é justificada, por se tratar de
fato inédito de importancia, mas com volume insuficiente para constituir um artigo cientifico
completo.

Apresentacao de Notas Cientificas

- A ordenagao da Nota Cientifica deve ser feita da seguinte forma: titulo, autoria (com as chamadas
para enderego dos autores), Resumo, Termos para indexagao, titulo em inglés, Abstract, Index
terms, texto propriamente dito (incluindo introdugao, material e métodos, resultados e discussao, e
conclusdo, sem divisdo), Referéncias, tabelas e figuras.

- As normas de apresentagdo da Nota Cientifica sa0 as mesmas dc¢ Artigo Cientifico, exceto nos
seguintes casos:

- Resumo com 100 palavras, no maximo.

- Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras.

- Deve apresentar, no maximo, 15 referéncias e duas ilustragoes (tabelas e figuras).
Outras informagoes

- Ndo ha cobranca de taxa de publicagao.

- Os manuscritos aprovados para publicagao sdo revisados por no minimo dois especialistas.

- O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modificagbes nos artigos e de
decidir sobre a sua publicagao.

- S&o de exclusiva responsabilidade dos autores as opinioes € conceitos emitidos nos trabalhos.

- Os trabalhos aceitos nag podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o consentimento
expresso do editor da PAB.

Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-4231, via e-mail:
sct.pab@embrapa.br ou pelos correios:

Embrapa Informagao Tecnolégica Pesquisa Agropecuaria Brasileira - PAB



Caixa Postal 040315 CEP 70770 901 Brasilia, DF

Condicoes para submissao

Como parte do processo de submissao, os autores sdao obrigados a verificar a conformidade da
submissao em relagao a todos os itens listados ¢ seguir. As submissées que nao estiverem de
acordo com as normas serao devolvidas aos autores.

1. O manuscrito deve ser inédito e ndo pode ter sido submetido, simultaneamente, a outro
periddico, e seus dados (tabelas e figuras) nao podem ter sido publicados parcial ou
totalmente em outros meio de publicagdo técnicos ou cientificos (boletins institucionais, anais
de eventos, comunicados técnicos, notas cientificas, etc.).

2. O texto deve ser submetido no formato do Microsoft Word, em espago duplo, escrito na fonte
Times New Roman 12, tamanho de papel A4 com paginas e linhas numeradas; e o arquivo
ndo deve ultrapassar o tamanho de 20 MB.

3. O artigo deve ter, no maximo, 20 paginas e tem que estar organizado na seguinte ordem:
Titulo; nome completo dos autores, seguido de enderego institucional e eletronico; Resumo;
Termos para indexacdo; Title, Abstract; Index terms; Introducdo; Material e Métodos;
Resultados e Discussdo; Conclusdes; Agradecimentos; Referéncias; tabelas e figuras.

4. Os padroes de texto e de referéncias bibliograficas devem ser apresentados de acordo com
as orientacoes, para a apresentacdo de manuscritos, estabelecidas nas Diretrizes aos
autores, as quais se encontram na pagina web da revista PAB.

w

. Mensagens de concordancia dos coautores com ¢ contede do manuscrito e sua submissao a
revista devem ser compiladas pelo autor correspondente em um arquivo do Microsoft Word €
carregadas no sistema como um documento suplementar, nc quarto passo do processo de
submissdo.

6. Diante do grande nimerc de trabalhos recebidos para publicagdo (média de 110 por més),
solicitamos sua concordancia com os seguintes procedimentos adotados pela revista PAB:

Os trabalhos sdo analisados pela Comissao Editorial, antes de serem submetidos a assessoria
cientifica. Nessa analise, consideram-se os seguintes aspectos, entre outros: escopo,
apresentagao do artigo segundo as normas da revista; formulagao do objetivo de forma
clara; clareza da redagdo; fundamentagdo tedrica; atualizacdo da revisdo da literatura;
coeréncia e precisdo da metodologia; discussdo dos fatos observados em relagdo aos
descritos na literatura; resultados com contribuigdo significativa; qualidade das tabelas e
figuras; e, finalmente, originalidade e consisténcia das conclusoes.

Apbs a aplicagdo desses critérios, caso 0 numero de trabalhos aprovados ultrapasse a
capacidade de publicacdo mensal, é aplicado ¢ critério da relevancia relativa. Segundo esse
critério, os trabalhos com contribuicdo mais significativa para o avango do conhecimento
cientifico sdo aprovados. Esse critério € aplicado apenas aos trabalhos que atendam aos
requisitos de qualidade, mas que, por excederem a capacidade de publicagdo mensal da
revista, nao podem ser todos aprovados. Por esse mesmo motivo, informamos que nao
aceitamos pedido de reconsideragdo.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderegos informados nesta revista serao usados exclusivamente para 0s servigos
prestados por esta publicacao, nao sendo disponibilizados para outras finalidades oy a terceiros.

Embrape Informagdo Tecnologica

Parque Estagdo Biologice - PQEB - Av. W3 Norte (final) Caixa Postal 040315 - Brasilia, DF - Brasi -
70770-901

Fone: +55 (61) 3448-4231 / 3448-4162 - Fax: (61) 3272-4168
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Introduction

Authors should read the editorial policy and publication ethics before submitting their manuscripts. Authors should also use
the appropriate reporting guidelines in preparing their manuscripts.

Rescarch Ethics
Studies involving human subjects should be conducted according to the World Medical Association (WMA) Declaration of
Helsinki - Ethical Principles for Medical Research Involving Human Subjects.

Studies involving non human animals should follow appropriate ethical guidelines such as the Animal Welfare Act, The
Animals (Scientific Procedures) Act (Amendment) Order 1993, The EU parliament directive on the protection of animals used

for scientific purposes, ARRP policies and guidclines, etc.
Reporting guideline

Responsible reporting of research studies, which includes a complete, transparent, accurate and timely account of what was
donc and what was found during a rescarch study, is an integral part of good research and publication practice and not an

optional extra.

See additional guidelines for reporting of health research.
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Preparing your manuscript

The type of article should determine the manuscript structure. However, the general structure for articles should follow
the IMRAD structure.

Title
The title phrase should be brief.

List authors” full names (first-name, middle-name, and last-name).
Affiliations of authors (department and institution).

Emails and phone numbers

Abstract

The abstract should be less than 300 words. Abstract may be presented either in unstructured or structured format. The
keywords should be less than 10,

Abbreviations

Abbreviation should be used only for non standard and very long terms.

The Introduction

The statement of the problem should be stated in the introduction in a clear and ¢concise manner.

Materials and methods

Materials and methods should be clearly presented to allow the reproduction of the experiments.

Results and discussion
Results and discussion maybe combined into a single section. Results and discussion may also be presented separately if

necessary.

Disclosure of conflict of interest

Authors should disclose all financial/relevant interest that may have influenced the study.

Acknowledgments

Acknowledgement of people, funds ete should be brief.

Tables and figures

Tables should be kept to a minimum.

Tables should have a short descriptive title.

The unit of measurement used in a table should be stated.

Tables should be numbered consecutively.

Tables should be organized in Microsoft Word or Excel spreadsheet.
Figures/Graphics should be prepared in GIF, TIFF, JPEG or PowerPoint.
Tables and Figures should be appropriately cited in the manuscript.
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