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RESUMO GERAL

O yacon (Smallanthus sonchifolius [Poepp.] H. Rob., Asteraceae) € uma planta de origem
andina, rica em propriedades nutracéuticas que promovem efeito benéfico ao organismo,
devido as altas concentracfes de frutooligossacarideos (FOS), adogante natural capaz de
reduzir os niveis de lipidios e glicose no sangue, auxiliando na prevencdo de doencas
crbnicas, como diabetes. O crescente interesse global por suas propriedades benéficas a
salide humana promove 0 avango e expansao do seu cultivo comercial além da fronteira
andina, e com isso diferentes desafios adaptativos. Desta forma, com a presente pesquisa
objetivou-se realizar uma caraterizacdo fenotipica e genotipica entre os diferentes
materiais de yacon, cultivados nos estados da regido sudeste brasileira, assim como
mensurar o valor 2C nuclear e determinar o nimero cromossémico. Os resultados
demonstraram que ha baixa diversidade genética entre os materiais cultivados na regido
sudeste do Brasil, situacdo que pode se repetir por todo pais, tendo em vista que 0s
materiais cultivados nas demais regido do Brasil tem origem comum na regido sudeste. A
analise fenotipica revelou diferencas entre os materiais para caracteristicas de interesse
agronémico e comercial, apontando para possibilidade de formacdo de ec6tipos. Em
todos os gend6tipos o conteddo de DNA nuclear € 2C = 6,39 pg, com genoma 1C =
3.124,710 Mpb. Todos apresentaram 2n = 58 cromossomos, sendo treze pares
submetacéntricos (1-5, 7 — 12, 14, 20) e dezesseis pares metacéntricos (6, 13, 15-19, 21-
29) com seus tamanhos variando de 3,64 a 1,67 um, e constricdo secundaria no par de
cromossomos 21. Toda essa informacdo gerada contribui com a formagdo do
conhecimento genético da yacon, relevante para sua conservacdo, evolucdo e
diversificacdo, refletindo, consequentemente, na capacidade de cultivo agricola fora das

fronteiras andinas.

Palavras-chave: Asteraceae; Carittipo; Diversidade genética; Germoplasma;

Smallanthus sonchifolius; Valor nuclear 2C



GENERAL ABSTRACT

Yacon (Smallanthus sonchifolius [Poepp.] H. Rob., Asteraceae), is a plant originally from
Andes, rich in nutraceutical properties, with beneficial effects on the organism, due to
high concentrations of fructooligosaccharides (FOS), a natural sweetener capable of
reducing blood lipid and glucose levels, helping to prevent chronic diseases such as
diabetes. The growing global interest in its beneficial properties to human health
promotes the advancement and expansion of its commercial cultivation beyond its natural
Andean frontier of production, original site, and thus, different adaptive challenges.
Therefore, this work aimed to evaluate the genetic diversity among the different yacon
accessions, cultivated in states of southeastern Brazil. The results showed a low genetic
diversity among the materials cultivated in southeastern Brazil, a situation that can be
common throughout the country because materials cultivated in other Brazil regions have
a common origin in the southeast. The phenotypic analysis revealed differences between
the materials for characteristics related to agronomic and commercial interest,
highlighting the possibility of ecotype formation. In all genotypes, the nuclear DNA
content is 2C = 6.39 pg, with genome 1C = 3,124,710 Mpb. All with 2n = 58
chromosomes, with a karyotype characterized by the occurrence of 29 pairs of
chromosomes, thirteen submetacentric (1-5, 7 — 12, 14, 20), and sixteen metacentrics (6,
13, 1-19, 21-29). Their sizes varied from 3.64 to 1.67 um, and secondary construction in
the pair of chromosomes 21. All this information contributes to the increase the genetic
knowledge on yacon, relevant for its conservation, evolution, and diversification,
reflecting, consequently, on the agricultural cultivation capacity outside the Andean

borders.

Keywords: Asteraceae; 2C nuclear value, Genetic diversity, Germplasm; Karyotype,

Smallanthus sonchifolius.



INTRODUCAO GERAL

Yacon (Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H. Rob.) (Asteraceae) é uma
cultura andina consumida em vérias partes do mundo, que nos Ultimos anos tem atraido
interesse significativo, por possuir substancias, como os frutooligossacarideos (FOS), que
tém acdo benéfica a saide humana.

Diferente da maioria das raizes de armazenamento, em que a energia se encontra na
forma de amido, na yacon a reserva é feita na forma de frutanos, destacando-se os do
tipo inulina e FOS, compostos que existem naturalmente nas plantas, mas em
concentracdes geralmente inferiores as das raizes do yacon, e que sdo considerados
prebidticos eficazes e seguros (Souza et al., 2022). Inclusive com alegacdes de efeitos
imunomoduladores, ou seja, que atuam no seu sistema imunoldgico, responsavel pelo
combate a microorganismos (virus, bactérias, fungos) e todo tipo de elemento que ameaca
a saude do organismo (Marques et al., 2022).

Com o aumento do interesse na yacon seu cultivo tem ocorrido em distintas
condicGes edafocliméticas e com diferentes respostas no seu crescimento e producao
(Silva et al., 2018a). Inclusive Silva et al. (2018b) ressaltaram que o cultivo em diferentes
condicdes edafoclimaticas podem interferir na quantidade e qualidade das raizes
produzidas.

As técnicas de manejo também interferem no crescimento e desempenho produtivo
da yacon (Quaresma et al., 2021), assim como, as caracteristicas genéticas. Sabe-se que
a yacon apresenta variacdes genotipicas, inclusive refletindo em algumas caracteristicas
como a cor da polpa da raiz por exemplo, que pode variar de branco a amarelo, laranja e
roxo, dependendo do gendétipo (Seminério et al., 2003). Também, as caracteristicas
quimicas, tais como compostos fendlicos e sacarideos, podem variar significativamente
entre os gendtipos (Khajehei, et al., 2018).

De forma geral, os estudos com yacon sdo mais direcionados para o seu potencial
como alimento funcional e medicinal (Ribeiro et al., 2021; Martins et al.,2022). Ha
também pesquisas realizadas sobre seu manejo agronémico (Silva et al., 2015; Erlacher
etal., 2015, Oliveiraetal., 2018; Mendes et al., 2018; Silva et al., 2018; Silva et al., 2019;
Camara et al., 2020; Cabral, et al. 2020; Quaresma et al., 2020; Pedrosa et al., 2020a;
Pedrosa et al., 2020b; Teixeira, et al., 2020, Quaresma et al., 2021; Sales et al.2021;
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Carvalho et al., 2021; Teixeira et al., 2021; Vargas et al.,2022; Sales et al.2022). No
entanto, quanto as questdes genéticas, ha uma escassez de informacoes.

Acredita-se que a yacon seja uma espécie alopoliploide, ou seja, com cromossomos
provenientes de espécies diferentes e resultante de uma duplicacdo cromossémica. Uma
caracteristica proveniente da baixa eficiéncia da propagacdo sexual, via sementes, que
determina a formacao de gametas desequilibrados e inviaveis durante a meiose (Ibafiez et
al., 2017). No entanto, nimero cromossémico em células somaticas e os valores C nuclear
de yacon reportados e citado por diferentes autores € muito diverso dependendo do
material vegetal utilizado (Dolezalova et al., 2004; Valentova et al., 2006; Viehmannova,
et al. 2009; Svobodova et al. 2013).

Com base nestas informacdes, é importante conhecer a dissimilaridade genética e
fenotipica entre os geno6tipos, na busca de caracteres de interesse biologico e agronémico,
em que a informacdo genética é Unica para cada geno6tipo e é independente de fatores
ambientais (Voss-fels et al., 2019). Assim, para 0 sucesso na construcdo do conhecimento
genético da yacon é necessario a obtencdo da maxima variabilidade genética disponivel
e avaliacdo de genotipos divergentes com caracteristicas desejaveis.. Assim, é importante
o levantamento de informacdes quanto a diversidade dos genotipos disponiveis para o
estabelecimento de cole¢des com variacdo genética representativas da yacon.

Neste sentido, Lorenzoni et al. (2017) apresentaram um relato sobre variabilidade
em material genético cultivado no estado do Espirito Santo (Brasil), que mostra um alto
grau de similaridade. No entanto, ndo existem relatos sobre a variabilidade da cultura nos
demais estados brasileiros que apresentam cultivo comercial da espécie, tal como, relatos
sobre caracteristicas agronémicas individuais nos distintos matériais genéticos da yacon,
como viés de possibilidades na localizacdo variantes genotipicas, sua relacdo com
producdo, tolerancia a fatores bidticos e abidticos, entre outras caracteristicas
agronémicas que sao possiveis de serem exploradas.

Isto reforca a hipdtese que é necessario conhecer os matérias genéticos de yacon
cultivados nos demais estados que apresentam cultivo comercial da planta no pais, na
busca por diferentes gendtipos contrastantes, que, inclusive, poderiam ser introduzidos
no estado do Espirito Santo, aumentando a diversidade regional com a finalidade de maior
seguranca na producdo dos materiais cultivados no estado, o que pode servir como base
de apoio genético e reflexo em prospeccéo futura expansédo da cultura do pais.

Dentro deste contexto, visando conhecer melhor alguns aspectos da diversidade

genética da yacon, objetivou-se com esse estudo realizar uma caraterizacdo
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morfoagronomica e molecular entre os diferentes materiais de yacon, cultivados nos
estados da regido sudeste brasileira, assim como mensurar o valor 2C nuclear e determinar

0 nUmero cromossdmico.
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CAPITULO 1

Caracterizagdo morfoagronomica e molecular de yacon cultivadas nos Estados da
regido Sudeste do Brasil

RESUMO

A yacon tem despertado atencdo devido as propriedades nutracéuticas encontradas em
suas folhas e raizes. O aumento no consumo dessa cultura, que esta relacionado com 0s
varios beneficios a saude humana que ela apresenta, tem demandado a geracdo de
conhecimentos em torno do seu cultivo. Uma dessas demandas é a caracterizacao
morfoagrondmica e molecular dos gendtipos cultivados. Assim, diferentes gendétipos da
espécie foram coletados nos principais municipios de cultivo comercial da cultura nos
estados da regido Sudeste do Brasil. As caracteristicas morfoagrondmicas avaliadas
como producéo de flores, produtividade de raizes tuberosas, cor da folha, cor externa da
raiz, cor interna da raiz, cor dos rizoforos e os marcadores moleculares Inter Sequence
Simple Repeats (ISSR) forma importantes para para determinar a diversidade genética
dos genodtipos. A anélise morfoagronémica revelou diferencas fenotipicas entre os
genotipos estudados. No nivel molecular um total 14 iniciadores ISSR, de 35 iniciadores
selecionados apresentaram bandas nitidas com espectros claros e reprodutiveis. O
tamanho dos fragmentos amplificados variou de 350 a 2000 pb. As distancias genéticas
entre as amostras variaram de 0,01 a 0,26. Foi gerado um dendrograma obtido pelo
método UPGMA que possibilitou a separacdo dos gendtipos em 4 grupos de individuos
com relagdo proxima entre os membros. Com a presente pesquisa conclui-se que 0s
gendtipos estudados sdo geneticamente proximos e fenotipicamente variados, o que pode

representar a presenca de ecotipos.

Palavras-chave: Diversidade genética; Germoplasma.; Marcador molecular;

Smallanthus sonchifolius [(Poepp. And Endl.) H. Robinson].
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ABSTRACT

Yacon has attracted attention due to the nutraceutical properties found in its leaves and
roots. The consumption increasing of this culture, which is related to the various benefits
to human health, has shown that knowledge about its cultivation is essential., specifically
about its morphoagronomic and molecular characterization of cultivated genotypes. Thus,
a set of different genotypes were collected in the main municipalities of commercial
cultivation in Southeast Brazil. The morphoagronomic characteristics evaluated such as
flower production, tuberous root productivity, leaf color, external root color, internal root
color, rhizophores color and molecular markers Inter Sequence Simple Repeats (ISSR)
were important to determine genetic diversity of the genotypes. Morphoagronomic
analysis revealed phenotypic differences between the studied genotypes. At the molecular
level, atotal of 14 ISSR primers out of 35 selected primers showed sharp bands with clear
and reproducible spectra. The size of the amplified fragments varied from 350 to 2000
bp. Genetic distances between samples varied from 0.01 to 0.26. A dendrogram obtained
by the UPGMA method was generated, and it separated the genotypes into 4 groups of
individuals with close relationships between them. This work concludes that the
genotypes studied are genetically close and phenotypically varied, which may represent

the presence of ecotypes.

Keywords: Genetic diversity; Germplasm; Molecular marker; Smallanthus sonchifolius
[(Poepp. And Endl.) H. Robinson];
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INTRODUCAO

Smallanthus sonchifolius [(Poepp. And Endl.) H. Robinson] (Asteraceae),
conhecida de maneira popular como “yacon”, é uma espécie sul-americana cultivada para
obtencdo de raizes tuberosas comestiveis, por mais de mil anos nas encostas dos Andes,
do Equador ao noroeste da Argentina (Mercado et al 2014). Essas raizes estdo sendo
consideradas alimento funcional, devido & presenca de probioticos, principalmente
frutanos, como os frutooligossacarideos (FOS) e inulina, além de outros compostos
fenolicos conhecidos por promover beneficios a saide humana (Marques et al., 2021).
Essas caracteristicas tem promovido um rapido aumento do interesse por essa cultura em
todo o mundo, sobretudo devido a seu potencial para uso na agroindustria e na industria
farmacéutica (Pedrosa et al., 2020; Carvalho et al., 2021; Marques et al.,2021).

E uma espécie propagada vegetativamente (Seminario et al. 2003; Pedrosa et al.,
2020), pois produz um namero limitado de flores e conjuntos de sementes empobrecidos
em quantidade, dificultando a reprodugdo convencional, assim como a aplicagcdo de
métodos de conservagao, como coletas de sementes (Mansilla et al. 2010; Manrique et al.
2014; Vitali e al 2020). Apresenta origem alopoliploide, originada por cruzamentos
complexos entre S. macroscyphus (2n = 28, A = 7) e S. riparius (2n = 32, B = 8). Isso
explicaria a natureza octopléide (2n = 6A + 2B = 58) e dodecaplodide (2n = 9A + 3B =
87) (Viehmannova, et al. 2009). Portanto, a origem hibrida da yacon, assim como sua
natureza alopoliploide, também podem ser uma das causas da baixa producdo de sementes
e sua baixa viabilidade (Manrique et al. 2014).

A variabilidade da yacon foi mantida por pequenos agricultores in situ e parte
desses recursos genéticos foram armazenados principalmente nos bancos de genes no
Peru, Bolivia e Equador (Svobodova et al., 2013). No entanto, a planta vem sendo
cultivada em outros paises como Japdo, Republica Tcheca, Nova Zelandia, Italia,
Alemanha, Argentina, Peru e no Brasil (Ojansivu et al., 2011; Kamp et al., 2019; Pedrosa
et al.,2020; Molina et al.,2021; Vargas et al., 2022; Rodriguez, et al.2022).

Onde a sua producéo agricola comercial leva a desafios como o enfrentamento de
patdgenos, adaptacdes climaticas, manutengdo ou geracdo das caracteristicas comerciais
exigidas pelos diferentes mercados mundiais, principalmente tendo em vista 0s
apontamentos de que genotipos da espécies cultivados em diferentes regides apresentam
similaridade genética (Svobodova et al., 2013; Lorenzoni et al., 2017, Ziarovska, Jana et
al.2019).
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Nessa perspectiva, devido a gama de caracteristicas morfoldgicas e diferencas no
seu numero cromossdmico, tais como 2n = 30, 32, 58, 87 e 116, estudos sobre a
diversidade genética da yacon podem ser o caminho para se solucionar os desafios
relacionados ao seu cultivo. Nos estudos da diversidade genética, o uso de marcadores
moleculares tem trazido grandes contribuicGes para investigar a estrutura do genoma,
caracterizagdo de germoplasma, assim como, para definir combinagGes de cruzamento e
identificacdo de cultivares (Adhikari et al., 2017).

A andlise de diversidade genética baseada em marcadores moleculares também
tem potencial para avaliar mudancas na diversidade genética ao longo do tempo e do
espaco (Chen et al., 2020). Ou seja, o desenvolvimento dos marcadores moleculares
revolucionou a compreensdo da organizacdo e evolucdo dos genomas das plantas e a
deteccdo da variacdo genética em plantas, oferecendo uma oportunidade para
compreender a base molecular de varios fenémenos biolégicos (Adhikari et al., 2017).

A yacon é uma das espécies cultivadas com menos informacdes sobre seu genoma,
possivelmente devido a sua recente exploragdo com carater comercial (Lorenzoni et al.,
2017). Ziarovska et al. (2019) relatam que existem apenas duas correspondéncias para a
yacons no National Center for Biotechnology Information (banco de dados de
nucleotideos do NCBI). Isso constitui um fator limitante para a escolha de marcadores
baseados em DNA que contribuem efetivamente na diferenciagédo de clones individuais
de yacon, uma vez que esses estudos avaliam os individuos ao nivel do DNA, o que exclui
a influéncia de fatores ambientais.

Alguns estudos ja foram realizados com diferentes marcadores moleculares para
0 mapeamento da diversidade da espécie: AFLP - (Milella et al., 2005; Milella et al.,
2011; Soto et al., 2019; Ovesna et al.2018), RAPD - (Milella et al., 2011) e iPBS
(Ziarovska et al., 2019). Ha também os Inter Simple Sequence Repeats - ISSR, que &0
uma variante do ensaio de microssatélites e combinam as vantagens de outros tipos de
marcadores, como AFLP, RAPD por serem altamente polimorficos, simples e faceis de
usar.

Outra vantagem deste marcador é o fato de ndo ser necessario ter um
conhecimento prévio do genoma a ser estudado (Mosa et al., 2019; Vargas et al., 2020).
Os unicos trés estudos que utilizaram a técnica ISSR para avaliar a diferenca genética na
yacon (Svobodovaet al., 2013; Viehmannova et al., 2014; Lorenzoni et al., 2017), relatam

baixa variabilidade dentro do género, indicando a necessidade de mais pesquisas com
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diferentes genotipos a fim de promover 0 aumento da variabilidade, o que minimizaria os
efeitos adversos causados por fatores bidticos e abidticos.

Andlise da variabilidade genética de uma espécie qualquer, baseada em
caracteristicas agronémicas morfoldgicas tem limites, uma vez que a maioria das mesmas
podem ser afetadas por estagios de desenvolvimento da planta, assim como, por fatores
ambientais. Embora o yacon seja uma cultura clonal, existe alguma variagdo morfologica
e fisiologica. No entanto, essa variacdo pode refletir até certo ponto em suas
caracteristicas fenotipicas expressas nos ambientes contrastantes onde é cultivada, ao
invés da variacao genetica (Milella et al. (2011).

As analises genéticas moleculares, por outro lado, independem do efeito do
ambiente, sdo mais informativas e estdo amplamente disponiveis para a caracterizagdo de
materiais genéticos, pois sdo realizadas com marcadores de DNA. A diversidade genética
em feijoeiro tem sido estudada através da caracterizacdo morfolégica combinada com
marcadores moleculares, sendo uma ferramenta complementar as avaliacdes
morfolégicas (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011).

Desta forma, aumentar o conhecimento sobre a variabilidade genética da espécie,
pode contribuir para a selecdo de gendétipos apropriados para potenciais programas de
melhoramento. Espera-se que tal informacdo reflita na renda dos agricultores, visto que a
selecdo e conhecimento genético e fenotipico dos gendtipos cultivados pode exercer papel
estratégico na producdo e expansdo de cultivos comerciais da cultura. Nesse contexto,
este estudo teve como objetivo realizar a caracterizacdo morfoagrondmica e genética

entre populagdes de yacon cultivadas na regido sudeste brasileira.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Sessenta e quatro gendtipos de yacon foram coletados em diferentes municipios
produtores nos estados da regido Sudeste do Brasil (Figura 1, Tabela 1) e selecionados
por seus diferentes tragcos morfoldgicos e produtivos (Tabela 3), importantes para a
identificagdo de diferentes cultivares, com base em Milella et al. (2005) e Milella et al.
(2011).

Os genotipos foram cultivados apos a propagacao vegetativa por meio de rizéforos

(Pedrosa et al., 2021) em cinco fileiras espacadas de 1,0 m entre linhas e 0,5 m entre
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plantas e acompanhados durante dois anos consecutivos no municipio de Alegre- ES

(20°45'S e 41°29' W, 113 m a. s. I.) caracterizada como uma microrregido tropical quente

(baixada), com temperaturas mais elevadas (22°). A temperatura média mensal variou de

22°C a 26°C, e a precipitacdo atingiu 201,6 mm durante o experimento.

Tabela 1 Dados de passaporte de 64 gendtipos yacon.

Genétipo Local de origem Genétipo Local de origem
1 LBl (ES)* 33 DK3 (ES)?
2 LB2 (ES)! 34 DK4 (ES)?
3 LB3 (ES)* 35 DK5 (ES)?
4 LB4 (ES)? 36 RK1 (ES)?
5 LB5 (ES)? 37 RK2 (ES)?
6 AS1 (ES) ! 38 RK3 (ES)?
7 AS2 (ES)?! 39 RK4 (ES)?
8 AS3 (ES)? 40 RK5 (ES)?
9 AS4 (ES)? 41 MC1 (ES)?
10 AS5 (ES) ! 42 MC2 (ES)?
11 LSs1 (ES)? 43 MC3 (ES)?
12 LS2 (ES)? 44 MC4 (ES)?
13 LS3 (ES)? 45 MC5 (ES)?
14 LS4 (ES)? 46 DL1 (ES)?
15 LS5 (ES)? 47 DL2 (ES)?
16 HS1 (ES)* 48 DL3 (ES)?
17 HS2 (ES)! 49 DL4 (ES)2
18 HS3 (ES)* 50 DL5 (ES)?
19 HS4 (ES)!? 51 NC1 (ES)?
20 HS5 (ES)* 52 NC2 (ES)?
21 KzZ1 (ES)!? 53 NC3 (ES)?
22 KZ2 (ES)* 54 NC4 (ES)?
23 KZ3 (ES)? 55 NC5 (ES)?
24 Kz4 (ES)* 56 RP1 (ES)?
25 KZ5 (ES)?! 57 RP2 (ES)?
26 LK1 (ES)* 58 RP3 (ES)?
27 LK2 (ES)* 59 RP4 (ES)?
28 LK3 (ES) ! 60 RP5 (ES)?
29 LK4 ES)* 61 SP (SP)?
30 LK5 (ES)? 62 RJ (R’
31 DK1 (ES)? 63 MGC (MG)?
32 DK2 (ES)? 64 MGDM (MG)*

Santa Maria de Jetiba -ES Y/ Domingos Martins - ES? Piedade - SP% Teresopolis - RJ*/ Coimbra - MG %/Delfim Moreira-MG ©
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Figura 1 Mapa de localizacdo das areas de coletas dos genotipos de yacon, em diferentes
municipios produtores nos Estados da Regido Sudeste brasileira.

Caracterizacdo morfoagronémica

Seis principais caracteristicas baseadas em gendtipos de yacon que sdo
importantes para a identificagdo de diferentes cultivares foram selecionadas e observadas
durante dois anos consecutivos. Essas caracteristicas foram: producdo de flores,
produtividade de raizes tuberosas, cor da folha, cor externa da raiz, cor interna da raiz,
cor dos rizéforos (Seminario et al. 2003; Svobodova et al., 2013. Todas as cores
escalonadas de acordo com Milella et al., (2011;). A produtividade de yacon em t ha™ de
raizes tuberosas foi dividida em abaixo da média, média e acima da média com base nos
principais trabalhos que avaliaram a produgdo da cultura no pais com média estimada de
44 t hal (Silva et al., 2015; Mendes et al., 2018; Silva et al., 2018; Silva et al., 2019;
Quaresma et al., 2020; Pedrosa et al., 2020a; Pedrosa et al., 2020b; Teixeira, et al., 2020,
Quaresmaetal., 2021; Carvalho et al., 2021; Teixeira, et al., 2021; Vargas al., et al.,2022).
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Coleta e armazenamento das amostras

Para as analises moleculares foram utilizadas folhas jovens e completamente
expandidas de cada um dos genotipos. As folhas foram coletadas no periodo da manha
entre 06:00 e 8:00 h e acondicionadas em sacos de papel kraft, devidamente identificados,
em seguida armazenados em saco plastico contendo silica para minimizar o processo de
oxidacdo. Posteriormente, o material foi transportado ao Laboratdério de Biogquimica e
Biologia Molecular do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade
Federal do Espirito Santo. As amostras foram transferidas para sacos de aluminio e

armazenadas em freezer -30 °C até o momento da extracdo de DNA.

Extracdo do DNA e analise com os marcadores ISSR

Para a extragdo do DNA utilizou-se 0 método de maceragdo com nitrogénio
liguido com auxilio de almofariz e pistilo, empregando cerca de 300 mg de material de
cada gendtipo. O DNA obtido por meio do protocolo de Doyle e Doyle (1990) foi
ressuspendido em 40 pL de agua ultrapura e colocado em banho-maria a 37 °C por 30
minutos.

Apbs a extracdo, as amostras foram quantificadas por espectrofotometria no
aparelno NanoDrop® (Thermo Scientific 2000C) para identificar a qualidade e
concentracdo do DNA obtido. Para a determinacdo da pureza do DNA foi adotado o
parametro da relacdo A260/A280, considerado ideal quando dentro do intervalo de 1,8 a
2,0. Razdo inferior a 1,8 indica contaminacdo por proteinas, e superior a 2,0 indica
contaminacdo com cloroférmio ou fenol (BARBOSA, 1998).

No inicio da analise, o conjunto de 35 iniciadores ISSR foram selecionados para
gerar os perfis moleculares e todo o conjunto de iniciadores foram testados. 14 iniciadores
ISSR reprodutiveis (polimorficos) desenvolvidos pela University of Britsh Columbia
(UBC) Vancouver, Canada foram selecionados para o presente estudo nos diferentes

gendtipos de yacon (Tabela 2).
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Tabela 2. Iniciadores ISSR (UBC), usados para analise de DNA de gen6tipos de yacon e
suas respectivas sequéncias (5° - 3°).

Primer UBC Sequéncia (5" - 3")
1_807 AGA GAG AGA GAG AGA GT
2 _808 AGA GAG AGA GAG AGA GC
3_810 GAG AGA GAG AGA GAG AT
4 811 GAG AGA GAG AGA GAG AC
5_812 GAG AGA GAG AGA GAG AA
6_813 CTCTCTCTCTCTCTCTT
7_814 CTCTCTCTCTCTCTCTA
8_815 CTCTCTCTCTCT CTCTG
9 _818 CAC ACA CAC ACACACAG
10 824 TCTCTC TCT CTC TCT CG
11 840 GAG AGA GAG AGA GAG AYT
12 842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG
13 845 CTCTCT CTC TCT CTC TRG
14 849 GTGTGT GTG TGT GTGTYATCCA

* A = Adenina; T = Timina; C = Citosina; G = Guanina; H=(A, TouC); R=(Aou G); V=(A, CouG)
eY=(CouT).

Nos ensaios de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) foram utilizados os
seguintes componentes da reacdo: tampdo 1X (10 mmol.L?, Tris-HCI (pH 8.5) e 50
mmol.L? de KCI), MgCl, (2,5 mmol.L-1), dNTP (1 mmol.L?), primer (0,2 mmol.L?), 1
unidade de Tag DNA polimerase e 50 ng de DNA gendmico, totalizando um volume de
20 pL por amostra. As amplificagdes foram realizadas nas seguintes condigoes: 94 °C por
5 min para a desnaturacao, 35 ciclos de 45 segundos a 94 °C, 45 segundos a 52 °C e 90
segundos a 72 °C para o anelamento e 72 °C por 7 minutos para extensao. A reacdo foi
realizada em termociclador Applied Biosystem, modelo Veriti®.

Os fragmentos amplificados foram separados por meio da técnica de eletroforese
em gel de agarose a 2%. As corridas eletroforéticas foram realizadas em TBE 1X com
voltagem de 100 Volts e duracdo de aproximadamente 4 horas. Apds o fim da corrida os
geéis foram fotografados sob luz UV em fotodocumentador (ChemiDoc MP Imaging
System — Bio Rad®). O tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado com marcador

de peso molecular (Ladder) de 100 pares de base (pb).
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Analise dos dados moleculares e morfoldgicos

Os dados da andlise com os marcadores ISSR permitiram a formagdo da matriz
binaria formada por 1 (presenca de bandas) e zero (auséncia de bandas). A matriz foi
utilizada para analise de comparacéo genética entre os genétipos por meio do indice de
dissimilaridade baseado no complemento do coeficiente de Jaccard (1901) transformado
por meio do complemento (1-c). Os agrupamentos genéticos presentes no dendrograma
foram obtidos por meio da utilizacdo do método de agrupamento de médias nédo
ponderadas (UPGMA). O ponto de corte para o dendrograma obtido foi estabelecido pelo
método proposto por Mojena (1977). A consisténcia dos agrupamentos foi estimada pelo
coeficiente de correlacdo cofenética (CCC), entre a matriz de dados originais e a gerada
graficamente.

Os dados passaram pelas seguintes analises descritivas: nimero total de bandas
(NTB), nimero de bandas polimérficas (NBP), porcentagem de bandas polimorficas
(PBP) por iniciadores, variagdo de tamanho dos fragmentos gerados, em pares de bases
(TPB) e contetdo de informacdo polimorfica (PIC). O contetdo de informacao

polimorfica (PIC), foi estimado segundo a metodologia de Roldan-ruiz et al. (2000).

PIC i = 2fi (1 — fi)

Em que fi é a frequéncia da presenca dos fragmentos amplificados e 1 — fi é a
frequéncia da auséncia de fragmentos.

As andlises para a obtencdo dos agrupamentos foram realizadas com auxilio dos
programas Genes versdo 38 (CRUZ, 2016) e com o software de codigo aberto R. A
obtencdo dos valores de PIC foi possivel com o auxilio do programa Popgene 32, versao
1.31 (YEH et al., 1999).

Foi feito uma analise de UPGMA dos dados morfoldgicos utilizando a distancia

de Gower.
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RESULTADOS

A caraterizagdo morfoagrondmica apontou algumas diferencas entre os
genotipos notando-se que em algumas caracteristicas ndo houve variagdo, como a cor de
casca das raizes (externa), onde a maioria era creme, com excecdo do material com
origem em Delfim Moreira — MG que apresentou cor roxa. A cor da folha era verde na
maioria dos gendtipos, com excecdo do material com origem em Delfim Moreira — MG
e Santa Maria de J.- ES, que apresentaram cor verde em tom mais escuro de acordo com
escala de cores utilizada por Milella et al. (2011). Cabe ressaltar que a presenca do
florescimento apenas ndo ocorreu no genotipo de Santa Maria de J.- ES e que todos 0s
genotipos apresentaram rizoforos de cor arroxeada (Tabela 3).

Algumas caracteristicas apresentaram uma variagdo maior, como a cor da polpa
das raizes (interna), onde se propds uma divisao em dois grupos, um com 0s genotipos de
cor alaranjada, que incluem os gendtipos de Piedade-SP, Coimbra- MG e Santa Maria de
J.- ES. e o grupo dos de cor branco cristal, que incluem os gen6tipos de Delfim Moreira
— MG, Teresopolis- RJ e Domingos Martins — ES. Quanto a produtividade, também se
propds uma divisdo em dois grupos, os com valores acima da média (44 t/hal), que
incluem os gendtipos de Piedade-SP, Delfim Moreira— MG, Teresépolis- RJ e Domingos
Martins — ES. E o grupo dos materiais dentro da média, que incluem gendtipos de
Coimbra- MG e Santa Maria de J.- ES (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas morfoagrondmicas dos genotipos de yacon estudados.

Cor Externa Cor Interna Cor da Cor do Producdo Produtividade
Origem da Raiz da Raiz Folha Rizéforo  de Flores (tha?h)°
Acima da
Piedade-SP Creme Laranja Verde Roxo Sim média
Delfim
Moreira — Branco Acima da
MG Roxo cristal Verde escuro Roxo Sim média
Coimbra-
MG Creme Laranja Verde Roxo Sim Média*
Teresopolis- Branco Acima da
RJ Creme Cristal Verde Roxo Sim média
Santa Maria
de J.- ES Creme Laranja Verde escuro Roxo Né&o Média*
Domingos
Martins — Branco Acima da
ES? Creme cristal Verde Roxo Sim média

*Produtividade em raizes tuberosas de yacon com média de 44 (t ha™).
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A cor interna das raizes tuberosas apresentou 50 % dos gendtipos avaliados
apresentaram raizes tuberosas de coloracdo laranja e 50 % de coloracdo branco cristal ja
em relacdo a parte externa das raizes 83 % gendtipos avaliados demonstraram coloragao
creme e 17 % coloracao roxa. Em relacdo aos rizéforos, importante parte propagativa da
planta, ndo foram encontradas diferencas entre a coloracdo nos diferentes genétipos em
estudo, que apresentaram em sua totalidade a cor roxo (Tabela 3).

A cor das folhas com seis meses de cultivo apresentou variacéo de verde (Piedade
- SP/ Coimbra- MG/ Domingos Martins — ES) a verde escuro (Delfim Moreira — MG/
Santa Maria de J.- ES) (Tabela 3). A coloracdo predominante nesta etapa de cultivo foi a
verde, que representou a percentagem de 67 % das plantas cultivadas. Em relacdo a
producdo de flores apenas os materiais de Santa Maria de Jequitib4 - (ES) ndo foram
capazes de produzir flores, o que representou 17 % dos genotipos estudados (Tabela 3).
A produtividade de raizes tuberosas variou dentro da média para os genétipos oriundos
de Coimbra - (MG) e Santa Maria de J.-(ES), que representaram 33% das plantas
cultivadas. Os demais materiais estudados apresentaram producgdo acima da média (44 t
ha1), representando 67 % das plantas estudadas.

Nesse contexto, de acordo com a analises de agrupamento Figura 2 os dados
morfolégicos revelam que existem trés grupos distintos de gendtipos Delfim Moreira-
MG/, Piedade — SP e Coimbra — MG.
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Método de agrupamento : Ligagio Média Entre Grupo{UPGMA)

RP5
DK1
RP2
RP3
NCS
RP1
NC3
NC4
NC1
NC2
oL4
DL
oLz
oL3
MCS
oLt
mc3
Mca
mc1
mc2
RK4
RKS
RK2

DK3

DK4

LK
LKs
LBt
LK2
LK3
KZ5
LK1

KZ4
KZ1

HS4
HSE
HS2
HS3
LS5
Hs1
Ls3
LS4
LSt
Ls2
AS4
As5
Asz
AS3

L83
LB4
LB2
5P
MGC

Figura 2 Analise de agrupamento pelo método UPGMA usando a distancia de Gower de
dados qualitativos morfoldgicos.

A anédlise de diversidade dos 64 genétipos de yacon foi realizada usando o
conjunto de 35 iniciadores ISSR.Com base nos critérios de deteccdo de maior
polimorfismo, bandas com maior clareza e facil visualizacdo foram selecionados 14
iniciadores dos 35 testados (Tabela 4).

Esses 14 iniciadores ISSR produziram um ndmero total de bandas (NTB) que
variou de 1 a 10 entre os iniciadores analisados. Ao todo amplificaram 82 fragmentos nos
14 iniciadores selecionados, dos quais 43 (53,44 %) foram polimdrficos. O maior nUmero
de bandas polimorficas foi produzido por UBC811 (09 bandas polimorficas), seguido por
UBC 840 (08 bandas polimorficas). A media de porcentagem polimdrfica entre os
marcadores foi de 49,69%. O tamanho dos fragmentos variou de 350 a 2000 pares de
bases (pb). O PIC variou entres os genotipos de 0,01 a 0,26 com média de 0,09 com

variagdo de resultado entre mediano e pouco informativo (Tabela 4).
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Tabela 4. Descrigéo dos iniciadores ISSR selecionados para 0s 64 genotipos de yacon.

Primer UBC NTB NBP PBP (%) TPB (max-min.) PIC
1_807 7 1 14,29 1050 - 710 0,01
2_808 4 2 50,00 1100 - 600 0,02
3_810 8 2 25,00 1500 - 750 0,02
4 811 9 9 100,00 1000 - 650 0,10
5_812 9 4 44,44 1100 - 750 0,14
6_813 6 2 33,33 1100 - 780 0,02
7_814 5 1 20,00 1800 - 860 0,03
8_815 4 2 50,00 1000 - 600 0,14
9_818 3 3 100,00 950 - 450 0,26
10 _824 4 2 50,00 930 - 350 0,12
11 _ 840 10 8 80,00 1000 - 350 0,19
12 842 7 2 28,57 1000 - 350 0,01
13 _845 5 5 100,00 2000 - 500 0,18
14 _ 849 1 0 0,00 700 0,00
MEDIA - - 49,69
TOTAL 82 43

N° total de bandas amplificadas (NTB) por primer ISSR, n° de bandas polimoérficas (NBP), porcentagem
de bandas polimorficas (PBP), variagdo de tamanho dos fragmentos gerados em pares de bases (TPB)
estabelecido com base em marcador de 100pb e conteido de informagédo polimorfica (PIC).

As distancias génicas observadas pela analise de agrupamento, pelo método
UPGMA, possibilitaram a separacdo dos gendtipos em quatro grupos: G1 (cor azul no
dendrograma) com apenas um genotipo (identidade 26, oriundo de Santa Maria de J.-ES),
G2 (lilas) alocou cinco genotipos (com diferentes identidades: 3 Santa Maria de Jetiba
ES, 61 Piedade — SP, 62 Teresdpolis-RJ, 63 Coimbra- MG, 64 Delfim Moreira - MG, ja
G3 (vermelho) foi com composto por quarenta e seis genétipos da espécie (identidades
2,4,5,6,7,8,9, 12, 13, 14, 17, 18, 20,23, 25, 27, 28, 30 oriundos de Santa Maria de
Jetiba-ES e as identidades, 29, 31, 32, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 42,43, 44, 46, 47, 48,
49,50,51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60 oriundos de Domingos Martins - ES e 0 G4
(verde) continha os demais genotipos 1, 10, 11, 15, 16, 19, 21, 22, 24 de Santa Maria
de Jetiba-ES e 33, 41, 45 Domingos Martins - ES (Figura 3). A maior distancia genética
observada foi de 0,29. O ponto de corte realizado na distancia genética foi de 0,21
(72,19%) e a correlacdo cofenética para os grupos formados foi de 86,70%. Duplicatas
de genotipos considerados iguais apds a analise com 14 marcadores ISSR foram: 30 e 60;
28 e5; 56 e 57.
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Figura 3 Dendrograma obtido pelo método UPGMA, representando a dissimilaridade
genética entre 64 individuos de yacon. As diferentes cores representam a distancias
genéticas entre os quatro grupos: G1 (azul) com apenas um genotipo, G2 (lilas) cinco

gendtipos, G3(vermelho) quarenta e seis, G4 (verde) com doze gendtipos da espécie.

DISCUSSAO

As diferencas encontradas relacionadas as caracteristicas morfolégicas podem
fornecer informac@es basicas para triagem preliminar dos gendtipos (Constantino et al.,
2020).). Individuos geneticamente diferentes podem desenvolvem-se de modo diferente
no mesmo ambiente, mas também individuos geneticamente idénticos se desenvolvem de
forma desigual em ambientes diferentes (Ramalho et al., 2021).

Ao avaliarem gendtipos de yacon que apresentaram baixa diversidade genética,
cultivados na republica Checa em condi¢des de campo Svobodova et al., (2013),
corroboram com as diferencas encontradas em relagdo as caracteristicas morfoldgicas

como a cor da folha, producéo de folhas, cor interna e externa da raiz tuberosa.
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Embora os parametros morfologicos possam, em certa medida, ser utilizados para
delimitar e classificar os gendtipos (Ibirinde et al., 2019), eles apresentam limitagdes de
sujeicdo a influéncia ambiental visto que na expressdo de qualquer carater é uma agdo
conjunta do genotipo e do ambiente, isto é: Fenotipo (F) = Genotipo (G) + Ambiente (A)
(Animasaun, et al. 2021).

Com relacéo a producéo de raizes tuberosas, nenhum material apresentou valores
abaixo da média de 44 t/ha proposta a partir da estimativa dos principais trabalhos em
que avaliaram a producdo da cultura no Brasil (Silva et al., 2015; Oliveira et al., 2018;
Mendes et al., 2018; Silva et al., 2018; Silva et al., 2019; Quaresma et al., 2020; Pedrosa
et al., 2020a; Pedrosa et al., 2020b; Teixeira, et al., 2020, Quaresma et al., 2021; Sales et
al.2021; Carvalho et al., 2021; Teixeira et al., 2021; Vargas et al.,2022; Sales et al.2022).

O que é uma carateristica interessante, que denota resposta de capacidade
produtiva consideravel da planta, indicando possiblidade de cultivo da espécie em
ambiente tropical fora dos Andes, independente do gendtipo utilizado. Além disso, é
importante salientar que a diferenca entre as produtividades acima da média sugerem que
pode ocorrer variacdo de produtividade de acordo com o material utilizado, ou seja
ecotipos diferentes, o que corroboraria com Silva et al. (2018) e Silva et al. (2019) ao
sugerirem que a espécie pode apresentar diferentes resultados produtivos de acordo com
as condicdes de cultivo e materiais usados.

Avaliar os caracteres morfoldgicos e agrondmicos em yacon para a caracterizagao
dos gendtipos, apesar do baixo custo e a facilidade de serem detectados e quantificados,
além de apresentarem alta herdabilidade, também podem sofrer influéncia ambiental.
Assim, o0 uso isolado de caracteres morfoldgicos para agrupamento pode resultar em
possiveis inconsisténcia e, por isso, uso da técnica de marcadores moleculares, por meio
de genes expressos ou segmentos especificos de DNA, possibilita complementar a
caracterizagdo dos fenotipos.

O uso dos marcadores ISSR na presente pesquisa foram eficientes na identificacao
de polimorfismos entre os individuos de yacon dos diferentes municipios da regido
sudeste brasileira avaliados, pois podem medir polimorfismo suficiente e detectar
variacfes genéticas de alta similaridade. Resultado este que pode ter apresentado
influencia, ao levar em consideracéo o fato de que o yacon ser uma planta estritamente
propagada de forma vegetativa (assexuada), que apresenta dificuldade na obtencéo de

sementes viaveis, devido a fatores como problemas durante a meiose (devido a sua
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possivel origem hibrida), e como consequéncia a predominancia utilizacdo da a
propagacao assexuada (Manrique et al. 2014).

Este tipo de procedimento pode resultar gendtipos geneticamente idénticos.
Portanto, o uso de marcadores moleculares, neste caso, tem a vantagem de sublinhar a
variabilidade genética em um nivel mais detalhado entre as populagdes cultivadas. Em
estudo anterior, Svobodova et al., (2013), relatam 97,4% de polimorfismo usando
marcadores ISSR para conjunto de 29 gendtipos da yacon, e trés espécie
filogeneticamente préximas, mas considerando apenas os clones de yacon, a porcentagem
de polimorfismo foi de 80,3%.

No entanto, de acordo com os autores, a alta porcentagem de bandas polimorficas
provavelmente se deve ao envolvimento de espécies silvestres. Teoria essa, que
corroboram com os resultados de 49,7% em porcentagem de bandas polimdrficas no
presente estudo, assim como, polimorfismo de 39,6% relatado por Lorenzoni et al.
(2017), sem o envolvimento de espécies silvestres, utilizando 0 mesmo marcador.

A utilizagdo do marcador ISSR, foi essencial para classificar a dissimilaridade
genética dos diferentes individuos, visto que, a espécie apresenta limitadas informacdes
sobre seu genoma. Até o momento, apenas duas correspondéncias para yacon podem ser
encontradas no National Center for Biotechnology Information (banco de dados de
nucleotideos do NCBI). Ambas sdo as sequéncias do espacador transcrito interno (ITS1)
com o gene 5.8S rRNA e ITS2 (Ziarovska et al., 2013; Ziarovska et al.,2019). Portanto,
a utilizacdo desta classe de marcador neste estudo foi estratégica no sentido de exigir
pequenas quantidades de DNA e ndo ser necessaria a informagdo gendmica prévia para o
seu uso. Além dos beneficios de ser uma técnica simples, que permite detectar alto nivel
de polimorfismo, assim como, apresenta boa relacao custo/beneficio, facil adaptabilidade
e capacidade de direcionar sequéncias abundantes em todo o0 genoma (Santos et al., 2021).

Os valores de PBP (porcentagem de bandas polimorficas) observados foram
superiores aos obtidos por Milella et al. (2011) que encontraram 28,7% de polimorfismo,
baseado em marcadores RAPD e 23,4% - 37,7% em marcadores AFLP, em um grupo de
cinco racas locais de yacon na Republica Checa. A eficiéncia de uma técnica de marcador
molecular depende da quantidade de polimorfismo que pode ser detectado entre o
conjunto de gendtipos de plantas em estudo (Ziarovska et al. (2019). E importante
destacar que a alta reprodutibilidade dos marcadores ISSR também pode estar relacionado
ao uso de iniciadores mais longos e temperatura de anelamento mais alta do que aqueles
usados para os marcadores RAPD e AFLP (Medhi, K. et al. 2014).
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O maior valor de PIC (0,26) encontrado nos iniciadores UBC 818, serve para
caracteriza-lo e considerar como o mais Util e informativo e para distinguir genétipos da
yacon, j& que é um parametro que permite inferir a qualidade do marcador. O PIC
categoriza em trés classes a informacéo de polimorfismo expressa por cada iniciadores,
em que UBC 818 é considerado como de moderada informagéo < 0, 25 de acordo com
Chesnokov e Artemyeva (2015).

Os gendtipos estudados foram separados de acordo com dendrograma obtido pelo
método UPGMA em quatro grupos, este resultado traz a evidéncia que 0s genotipos
utilizados na presente pesquisa apresentam individuos genotipicamente diferentes, mas
apresentam alta afinidade genética e relacdo préxima entre os membros. 1sso é de grande
importancia no manejo de recursos genéticos e no melhoramento de culturas, pois fornece
informacBes bésicas sobre similaridade e diversidade entre e dentro do germoplasma
(Animasaun et al., 2017).

Portanto, a separagcdo em grupos a partir dos dados moleculares ndo explicariam
as caracteristicas morfoldgicas em que se nota carateristicas fenotipicas diferentes entre
os individuos do mesmo grupo genotipico. Esse fato pode demonstrar a formacao de
ecdtipos, que sdo um conjunto de individuos de uma comunidade com um mesmo padrédo
genotipico de uma mesma espécie, mas que se diferem unicamente em alguns caracteres
morfoldgicos e que se encontram adaptadas as condicdes locais e por isso sdo produtivos.
Isso acontece com muita frequéncia com plantas que sdo propagadas vegetativamente
(assexuada) conforme ja descrito por Silva (2017) na cultura do inhame (Dioscorea spp.).

Diante disto, é importante salientar, que mesmo com a divisao dos genotipos em
grupos, a alta similaridade genética entre 0s mesmos, sugere que esses genotipos, apesar
de serem cultivados em diferentes localidades na regido sudeste do Brasil, podem
apresentar a mesma origem. Tomando como base o trabalho de Villhena et al. (2000) que
aponta a introducdo da espécie no Brasil por imigrantes japoneses, na regido de Capao
Bonito — SP, acredita-se que os materiais cultivados nas demais regides brasileiras tenham
sido obtidas a partir dessa Unica introducdo. Essa hipotese é reforcada com a presenca de
um genotipo nesse estudo com origem de Piedade-SP, localidade na mesma regido de
Capdo Bonito — SP. Esse fato é preocupante, pois mostra a fragilidade a fatores bioticos
e abioticos que o cultivo de yacon apresenta, tendo em vista a uniformidade genética do
material cultivado.

Portanto, ressalta-se a importancia da introducao de novos genotipos contrastantes

que possam promover heterozigosidade, ou seja, medida da variacdo genética entre as
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populacdes de yacon cultivadas no Brasil visto o registro de ocorréncia de pragas e
doencas ja realizado nesta condicdo de cultivo agricola (Moraes et al., 2017; Camara et
al., 2020; Oliveira et al., 2020).

CONCLUSOES

Os marcadores moleculares ISSR foram eficientes na identificacdo da diversidade
de yacon, sendo que 14 iniciadores ISSR, de 35 iniciadores selecionados, apresentaram
bandas nitidas com espectros claros e reprodutiveis.

O método de UPGMA dividiu os gen6tipos em quatro grupos, no entanto, com
alta similaridade genética entre 0s mesmos.

Ha carateristicas fenotipicas diferentes entre os individuos do mesmo grupo

genotipico, o que sugere que teriamos a formacao de ecétipos.
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CAPITULO 2

Utilizag&o de tecnicas citogenéticas e de citometria de fluxo para caracterizagéo do
genoma de yacon

RESUMO

A yacon € uma raiz tuberosa originaria da regido andina e cultivada em varios paises.
Apresenta propriedades nutracéuticas com resultados positivos na satde humana,
incluindo efeitos probidticos, antidiabéticos, antioxidantes e antimicrobianos. Diferentes
nameros de cromossomos tém sido reportados para a espécie, tais como 2n = 30, 32, 58,
87 e 116. A maioria dos estudos em yacon focam no seu potencial como alimento
funcional e medicinal. Apesar do impacto da diversidade genética na expressdo das
caracteristicas e dos fen6tipos, o genoma de yacon tem sido pouco investigado, sendo o
namero de cromossomos 0 Unico reportado acerca do cariétipo. Assim, a presente
pesquisa teve como objetivos mensurar o tamanho do genoma nuclear, determinar o
nimero de cromossomos e caracterizar o cariotipo de diferentes genétipos de yacon. Pela
primeira vez é apresentado o cariograma e calculado o valor 2C nuclear de genotipos de
yacon cultivados em ambiente tropical, fora da regido andina. O cariétipo foi
caracterizado pela ocorréncia de 29 pares de cromossomos, treze submetacéntricos (1-5,
7 — 12, 14, 20) e dezesseis metacéntricos (6, 13, 15 —19, 21- 29) com seus tamanhos
variando de 3,64 a 1,67 um, e constricdo secundaria no par de cromossomos 21. Assim
como, apresentou nimero cromossdémico 2n = 58, importante visto que, até o0 momento,
os individuos de yacon cultivados em ambiente tropical apresentaram numero
cromossémico 2n = 32. O conteido de DNA 2C médio encontrado correspondeu a 2C =
6,39 pg e corrobora com relatos anteriores da espécie que apresentam variacao relativa
2C =5,822a6,12 pg. O genoma 1C = 3.124,710 Mpb observado foi considerado pequeno.
Cromossomos prometafasicos e metafésicos foram obtidos, livres de tragos
citoplasmaticos e sem sobreposi¢des. A presente pesquisa contribuiu com dados sobre o
conhecimento genético basico de yacon, relevante para sua conservagdo, evolugdo e
diversificacdo, refletindo, consequentemente, na capacidade de cultivo agricola fora das

fronteiras andinas.

Palavras-chave: Asteraceae; Cariotipo; Smallanthus sonchifolius; Valor 2C nuclear.
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ABSTRACT

Yacon is a tuberous root native from the Andean region and cultivated in several
countries. It has nutraceutical properties with positive results in human health, including
probiotic, antidiabetic, antioxidant, and antimicrobial effects. Different numbers of 2n
chromosomes have been reported for the species, such as 2n = 30, 32, 58, 87, and 116.
Most studies on yacon focus on its potential as a functional and medicinal food. Despite
the impact of genetic diversity on the traits and phenotypes expression, yacon genome
has not been widely investigated, with the 2n chromosome number, the only one reported
about the karyotype. Thus, this work aimed to measure the nuclear genome size,
determine the number of chromosomes and describe the karyotype of different yacon
genotypes. For the first time, the karyogram is presented and the 2C nuclear value of
yacon genotypes cultivated in a tropical environment outside the Andean region is
calculated.The yacon karyotype is characterized by 29 pairs of chromosomes, thirteen
submetacentric (1-5, 7 — 12, 14, 20) and sixteen metacentric (6, 13, 1 —19, 21-29) with
their sizes varying from 3.64 to 1.67 um, and secondary construction in the pair of
chromosomes 21. Likewise, it presented a chromosome number 2n = 58, important since,
until now, individuals of yacon cultivated in a tropical environment presented a
chromosome number 2n = 32. The 2C DNA content mean found corresponded to 2C =
6.39 pg and corroborates with previous reports of the species with a relative variation
from 2C = 5.82 to 6.12 pg. The genome 1C = 3,124.710 Mpb observed was considered
small, which is an interesting characteristic in relation to plants with large genomes, as
they can reach a much wider characteristic variation of interest, such as better adaptation
to different growing conditions, for example. Prometaphase and metaphase chromosomes
were obtained, free of cytoplasmic traces and without overlaps. The work contributed
with data on the basic genetic knowledge of yacon, relevant for its conservation,
evolution, and diversification, showing, consequently, the agricultural capacity to grow it

outside the Andean borders.

Keywords: Asteraceae; Flow cytometry; Smallanthus sonchifolius; 2C nuclear value;

Karyotype;
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INTRODUCAO

A yacon (Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H. Rob.) é uma planta
herbacea perene nativa dos Andes, mas que tem sido cultivada em ciclo anual (Gurung et
al., 2018). O yacon faz parte dos cultivos andinos desde os tempos pré-colombianos,
principalmente nas regiGes com altitudes de 1800 até 2800 m (Szokalo et al., 2020). No
entanto, a planta foi levada para fora da regido andina e, atualmente, seu cultivo €
registrado em diferentes paises, como: Brasil, Japao, Republica Tcheca, Estados Unidos,
Nova Zelandia, Italia e Alemanha (Ojansivu et al., 2011; Kamp et al., 2019). O interesse
mundial na producéo da yacon tem crescido, principalmente, pela industria alimenticia e
farmacéutica, por ser considerado um alimento funcional que apresenta em sua
composi¢cdo compostos que oferecem beneficios a salde humana (Gusso et al., 2015;
Silva et al., 2018).

Como complemento alimentar, o yacon contribui para prevencao e tratamento de
doencas crbnicas, como cancer de coélon, colesterol e obesidade (Caetano et al.,2016).
Além disso, o yacon é rico em frutooligossacarideos e compostos fendlicos que
apresentam atividade antioxidante (Valentova et al., 2003; Oliveira et al., 2018) e efeito
antidiabético (Leidi et al., 2018). O extrato de folhas secas de yacon tem uma variedade
de atividades fitoquimicas, incluindo atividades antimicrobiana (Cruz et al., 2020), anti-
inflamatdria (Ambriz et al., 2016) e antioxidante (Cruz et al., 2019).

Todos esses beneficios do consumo do yacon tém contribuido para o0 aumento da
procura comercial da planta e contribuido para o aumento da demanda pela sua produgéo
agricola para além de suas tradicionais areas de cultivo na América Andina (Ueda et al.,
2019). Esse cenario resulta em diferentes desafios adaptativos, pois, para atender a
demanda atual, as plantas sdo cultivadas sob novas condi¢cbes ambientais, com novos
desafios de estresse bidtico e abiodtico. Portanto, o desenvolvimento e a selecdo de
gendtipos adaptados tornam-se crucial. Para tanto, uma melhor compreensdo do genoma

do yacon é um pré-requisito (Singh et al., 2019; Wagner et al., 2019).

Estudos sugerem que o yacon seja um alopoliploide, originado por cruzamentos
entre Smallanthus macroscyphus (2n = 28, com numero basico x = 7) e Smallanthus
riparius (2n = 32, com numero basico x = 8) (Viehmannova et al., 2009; Mansilla et al.,
2010). Esta origem explicaria a natureza do octoploide (2n = 6A + 2B = 58) e do
decaploide (2n = 9A + 3B = 87). Apesar de ser uma cultura que é propagada de forma
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vegetativa, o yacon pode exibir uma diversidade consideravel no numero de
cromossomos (Grau & Rea, 1997). O relato mais recente para definicdo do nimero de
cromossomos da espécie reporta individuos com 2n = 58 (Bolivia), 2n = 87 (Peru), 2n=
58 e 116 (Equador), 2n = 30 e 32 (Brasil/USA) (Svobodova et al., 2013).

No entanto, o conhecimento acerca do cariétipo de yacon refere-se basicamente a
determinacdo do numero cromossdmico. Poucos estudos citogenéticos objetivaram
descrever o seu perfil cromossémico utilizando a citogenética classica (Fernandez et al.,
2000). Além disso, alguns nimeros cromossdmicos relatados para a espécie devem ser
tratados com cautela, pois ndo apresentam metodologias citogenéticas, ou ndo citam

referéncias que possam confirmar esses dados (Svobodova et al. 2013).

A caracterizacdo do caridtipo gera informacGes abrangentes sobre o genoma de
uma espécie, e é a base para aplicacdo de técnicas de bandeamento e de citogenética
molecular. O nimero e a morfologia cromossdmica sdo relevantes a citotaxonomia,
podendo fornecer percepcdes sobre o nivel de ploidia (euploidia) e disploidia (rearranjos
cromossémicos numéricos e/ou estruturais) (Li et al., 2021). Dessa forma, a
caracterizacdo do cari6tipo contribui para classificacdo de plantas e para compreensao
das relacBes taxondmicas e evolutivas entre as espécies, assim como aos processos que
levam a diversificacdo e especiacdo, ajudando na elucidacdo da origem e relacbes

filogenéticas (Medeiros., et al. 2017).

Muitas espécies apresentam variacdo intraespecifica (citotipos) do ndmero de
cromossomos e também no nivel de ploidia (Zonneveld., 2021). Como consequéncia,
essas espécies também apresentam variacgdo intraespecifica do contedo de DNA nuclear.
Portanto, o valor C nuclear pode ser empregado para diagnosticar e mensurar as
diferencas genémicas entre individuos de uma espécie. Dessa forma, o valor C nuclear,
assim como os dados sobre o cari6tipo, vem sendo incluido em estudos taxonémicos,

evolutivos e filogenéticos, como também em programas de melhoramento.

O valor C nuclear é a quantidade total de DNA no ndcleo mensurado em
picogramas (1 pg = 107'2g) ou pares de megabases (Mbp, com 1 pg = 978 Mbp) (Kreplak
et al., 2019), que pode ser mensurado através da citometria de fluxo (Zwyrtkova et
al.,2020). Os valores C nuclear de yacon reportados variam de 1C = 2,905 — 3,06 pg
(Dolezalova et al., 2004) ¢ 1C = 2,980 — 3,005 pg (Valentova et al., 2006). Em yacon ndo

existem informacg0es de investigagdes citogenéticas em materiais cultivados no Brasil até
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0 momento. Portanto, 0 mapeamento do ndmero cromossdémico em células somaticas e
os valores C nuclear da espécie cultivada no pais deve ser realizado para ampliar a

caracterizagdo cariotipica e investigagdes citotaxondmicas.

Sendo assim, esse estudo teve o objetivo de mensurar o conteldo de DNA nuclear,
determinar o nUmero de cromossomos e caracterizar o cariétipo de diferentes genotipos

cultivados de yacon.

MATERIAL E METODOS

Material bioldgico

Foram coletados 44 genotipos de yacon da colecdo in vivo do Centro de Ciéncias
Agrérias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo. Os germoplasmas
foram coletados de propriedades rurais nos principais municipios produtores do Estado
do Espirito Santo, Brasil: Santa Maria de Jetiba, Afonso Claudio, Santa Teresa, Santa
Leopoldina, Domingos Martins e Venda Nova do Imigrante.

Mudas de yacon foram produzidas por meio de propagulos obtidos a partir da
divisdo dos rizéforos (porcdo subterranea do caule), sendo posteriormente cultivadas em
vasos, preenchidos com substrato constituido de areia, solo e composto organico. Os
vasos foram mantidos em ambiente de casa vegetacdo, com irrigacdo realizada em dias
alternados para manutencdo da umidade do substrato préxima da capacidade de campo.
Apb6s o crescimento das folhas jovens e do sistema radicular, selecionou-se
aleatoriamente 20 plantas representativas para realizacdo do mensuramento do contetdo

de DNA nuclear e caracterizacao do cariétipo.

Mensuramento do valor C nuclear

Os parametros da citometria de fluxo foram determinados para a amostra S.
sonchifolius “yacon” e para as espécies padrdo. Foram utilizados como referéncia os

padrdes internos Pisum sativum “ervilha” (2C = 9,16 pg) e Solanum lycopersicum
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“tomate” (2C = 2,00 pg) (Praca-Fontes et al., 2011). Fragmentos foliares (2 cm?) de S.
sonchifolius (amostra) e de um dos padrdes internos foram dispostos em placas de Petri,
e retalhados (Galbraith et al., 1983) em 500 pL de tampéo de extracdo nuclear OTTO-I
(0,1 M de é&cido citrico, 0,5% de Tween 20, 50 ug mL pL* RNAse), pH = 2,3 (Otto,
1990). Apds 3 min, 500 pL do mesmo tampao foi adicionado, as suspensdes filtradas em
membranas de nylon de 30 pm para um microtubo de 2 pL, e centrifugadas a 100 xg por
5 min. O sobrenadante foi descartado, e o pellet ressuspendido e incubado por 10 min em
100 uL. de OTTO-I (Clarindo e Carvalho, 2009; Silva et al., 2018). As suspensdes foram
coradas em 1,5 pL de OTTO-II (Otto, 1990) contendo 75 uM de iodeto de propidio
(Sigma®), 2,0 mM de ditiotreitol (Sigma®) e 50 pg uL *de RNAse, por 30 min no escuro
e filtradas em membranas de nylon de 20 um (Praga-Fontes et al., 2011). As suspensoes
nucleares foram analisadas em citdmetro de fluxo BD Accuri C6 (Accuri cytometers,
Belgium) equipado com laser 488 nm de 50 mW, dois detectores de dispersdo de luz
(disperséo direta — FSC, e dispersao lateral — SSC) e quatro detectores de fluorescéncia.
O tamanho médio do valor C nuclear das amostras foi mensurado em pg por meio da

anlise dos histogramas com ferramentas do programa FlowMax® (Partec®).

Caracterizacéo do cariétipo

Raizes foram retiradas de plantas de yacon cultivadas em vasos, lavadas em agua
corrente e incubadas em solucdo contendo 3, 4 ou 5 uM do agente antitubulinico
amiprofos-metil (Sigma®) suplementada com 0,3% de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma®)
por 4, 6, 8, 12, 14, 18 e 24 h em ambiente refrigerado a 5°C. Em seguida as raizes foram
foram seccionados em cerca de 1,5 cm e lavados em agua destilada trés vezes por 10 min,
fixados em uma solucdo de metanol: acido acético (3:1) com trés trocas da solugdo, e

armazenados a -20°C.

Apos as trés lavagens em agua destilada, a maceracdo enzimética dos meristemas
radiculares foi realizada por 2 h a 36°C. As raizes foram maceradas em pool enzimatico
(4% de celulose Onozuka R10 Yakult + 2,0% de celulose Sigma® C1184 + 0,4% de
hemicelulase Sigma® HO77 + 0,5% de macerozime Onozuka R10 Yakult) diluido em
tampdo citrato (10 mM de &cido citrico + 10 mM de citrato de sddio tribasico, pH = 4,8)

na propor¢do de 15:100 (pool de enzimas + tampdo), e suplementado com 1% de
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pectinase Sigma®. Em seguida, as raizes foram lavadas em dH0, fixadas em metanol:

acido acético (3:1) e armazenadas a -20°C (Silva et al., 2018).

As laminas foram preparadas usando as técnicas de dissociacao celular e secagem
ao ar, e coradas com uma solucéo de Giemsa 5% (Merck®). As laminas foram analisadas
usando um fotomicroscépio trinocular Olympus TM BX-60. Prometafases, metéfases e
anafases foram capturadas usando uma camera de video digital CCD de 12 bits
(Olympus® DP71), acoplada ao fotomicroscopio. Além do nimero cromossdmico, a
morfometria dos cromossomos de yacon foi caracterizada de acordo com o tamanho do

bragco (um) conforme descrito por Levan et al. (1964) e revisado por Guerra (1986).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os histogramas apresentaram picos Go/G1 das amostras e dos padrdes exibindo
coeficientes de variacdo abaixo de 5%, indicando que as suspensdes continham nucleos
intactos, isolados e estequiometricamente corados. O valor médio do contetdo de DNA
nuclear 2C de yacon foi de 6,390 + 0,0017 pg, 1C = 3,195 equivalente a 1C = 3.124,710
Mpb. Com base no valor 1C, 0 genoma de yacon pode ser considerado pequeno, conforme
a lista de valores 1C de DNA (2,8 pg < 2C < 7,0 pg) proposta para angiospermas (Pellicer
e Leitch, 2020).

Esse resultado é interessante no sentido que informacdes sobre do tamanho do
genoma, podem ter impacto em muitas escalas, desde influéncia na dindmica do gene e
do genoma (Dodsworth et al., 2015) até desempenhar um papel no nivel da planta inteira,
influenciando, por exemplo, as estratégias de crescimento da planta, composi¢do da

comunidade vegetal e trajetorias evolutivas (Suda et al., 2015).

No entanto, é importante salientar que o papel de genomas pequenos, em relacdo
aos grandes, em plantas, ainda € pouco compreendido (Pellicer et al., 2018), apesar de
que se acredita que genomas pequenos, como € 0 caso yacon, podem apresentar
vantagens, como adotar estratégias de ciclo de vida, caracteristica importante para
espécies como yacon que encontra-se em processo de expansao agricola com diferentes
desafios adaptativo. Esses apontamentos corroboram e podem estar relacionados aos
resultados de Carvalho et al. (2021) que observaram na yacon capacidade de se recuperar

apos estresse térmico e hidrico. Isso denota uma resposta adaptativa consideravel da
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planta, indicando a sua busca a se adequar, crescer e produzir, sob condicdes tropicais

fora dos andes.

Quanto ao valor 2C observado (6,390 + 0,0017 pg), este foi um pouco acima dos
reportados por Dolezalova et al. (2004), que variou de 5,81 - 6,12 pg e por Valentova et
al. (2006) 5,96 - 6,01 pg. Cabe ressaltar que neste estudo foram utilizados dois padrdes
internos Pisum sativum (2C = 9,16 pg) e Solanum lycopersicum (2C = 2,00 pg),
considerados adequados para andlise citometria de fluxo (Praca-Fontes et al., 2011;
Dolezel et al., 2021), pois possuem tamanho de genoma proximo e semelhante ao da
espécie-alvo, mas ndo idéntico a yacon. Assim, as possiveis diferencas de contetdo de
DNA nuclear entre os estudos podem estar relacionadas a possiveis variacoes
interespecificas, importante fenébmeno durante a especiacao de plantas, fato este que pode
preceder diferencas fenotipicas na planta (Huang, 2016; Fernandez et al., 2017; Motsa et
al., 2018 Ziarovska et al., 2019).

O tratamento das raizes de yacon por 18 h em 3 uM amiprofos-metil + 0,3% de
dimetilsulféxido em ambiente refrigerado a 5°C, resultou em maior indice metafasico.
Cromossomos com centromeros e telomeros bem definidos e preservados, e sem
sobreposic@es, foram obtidos como resultado do uso das técnicas de dissociacéo celular
dos meristemas e secagem ao ar (Figura 1C). As demais combinacGes de tratamentos
empregados, principalmente quando as raizes foram retiradas das plantas e mantidas em
ambiente ndo refrigerado (temperatura ambiente), resultaram em menor nimero de
metafases. Além disso, 0s cromossomos apresentaram elevado nivel de compactacao da

cromatina e geralmente maior nimero de cromossomos sobrepostos.

A partir dos cari6tipos (Figura 1), os cromossomos foram caracterizados, e 0s
cariogramas montados pela primeira vez para yacon (Figura 2). A espécie possui 2n = 58
cromossomos, resultado que corrobora com o nimero de cromossomos 2n reportado por
Ishiki et al. (1997). Os autores sugeriram que yacon é uma espécie alopoliploide originaria
do cruzamento de duas espécies selvagens relacionadas (S. macroscyphus e S. riparius).
Esta hipoGtese é consistente com os niveis de ploidia e 0 nUmero de cromossomos relatados
em diferentes germoplasmas da yacon incluindo os resultados obtidos na presente

investigacdo (Fernandez et al., 2000; Viehmannova et al., 2009).
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Figura 1. Cari6tipos de yacon com cromossomos em diferentes niveis de compactacdo da cromatina apresentando centrémeros e teldmeros bem

definidos. Os cromossomos foram obtidos de meristemas apicais de raizes de yacon, tratados com 3 pM amiprofos-metil + 0,3% de
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dimetilsulfoxido por 18 h a 5°C. (a — d) Metafases exibindo 2n = 58 cromossomos. (¢) anafase com 2n = 116 cromossomos. Barra = 5 um
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Figura 2. Cariogramas de yacon montados a partir de cromossomos metefasicos, mostrando constri¢cdes primarias bem definidas. Os cariogramas

possuem 2n = 58, com 29 pares de cromossomos, consistindo de treze pares de cromossomos submetacéntricos e dezesseis metacéntricos. Note a
constri¢do secundaria no brago curto do cromossomo 21.
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Presumivelmente, acredita-se que yacon seja alopoliploide composto por dois
genomas: S. macroscyphus (2n =28, A=7) x S. riparius (2n = 32 B = 8) conforme sugerido
por Ishiki et al. (1997). Acredita — se que a origem evolutiva alooctaploide da espécie S.
sonchifolius “yacon” (2n = 58 cromossomos) envolveu a duplicagdo do conjunto
cromossémico (euploidia) de duas espécies ancestrais com nimero béasico X =7e X =8
cromossomos, resultando em espécies autotetraploides, possivelmente S. macroscyphus
(2n =28 cromossomos) e S. riparius (2n = 32 cromossomos). O cruzamento ocorreu entre
as duas espécies a partir de uma célula reprodutiva reduzida de S. riparius e uma néo-
reduzida de S. macroscyphus, resultando individuos hexaploides que cruzaram a partir de
suas células reprodutivas ndo-reduzidas com células reprodutivas reduzidas de S.

macroscyphus.

Esta origem explicaria o cariotipo octoploide 6A (S. macroscyphus) + 2B (S.
riparius) como dominante na maioria dos individuos propagados vegetativamente de
yacon, 0s quais possuem 2n = 58 (Manrique et al., 2014; Ibafiez et al., 2017). Isso
confirmaria o resultado encontrado nesta presente pesquisa, assim como, resultado de
Svobodova et al. (2013) que relataram 0 mesmo ndmero de cromossomos 2n = 58 em
plantas de yacon cultivadas na Republica Tcheca, as quais foram provenientes de

diferentes paises da regido Andina (Equador, Peru e Bolivia).

No entanto, é importante relatar que a yacon apesar de ser uma cultura propagada
de forma vegetativa, pode exibir uma diversidade consideravel no numero de
cromossomos (Grau & Rea 1997). Heiser (1963) foi o primeiro a publicar um relatério
sobre 0 nimero cromossémico de yacon através de seu trabalho realizado em material do
Equador com o qual publicou o nimero 2n=60. Talledo & Escobar (1996) sugerem que
a yacon é um tetrapldide com base em pesquisa realizada em material do Peru em que
também descobriram um nimero cromossdmico 2n=60. Hexadecaploides (2n = 116)
foram relatados em estudo de indugéo in vitro de poliploidia por Viehmannova et al.
(2009). Genotipos de 2n = 32 foram encontrados em materiais brasileiros por Svobodova
et al. (2013), além dos dodecaploides (2n = 87) descritos por Manrique et al. (2014).

Toda essa variabilidade no numero de cromossomos indica haver citotipos da

espeécie, 0s quais sdo relevantes para producdo comercial de yacon, visto que a busca por
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gendtipos mais adaptados as condi¢gdes de ambiente, 0 conhecimento a partir de dados
genéticos devem ser constantes para auxiliar o desenvolvimento da cultura, assim como,
0 conhecimento sobre variabilidade genética geram dados essenciais para programas de
melhoramento, servindo de base para o desenvolvimento e selecdo de melhores materiais
(Lira et al., 2017). Haja vista que ja existe apontamentos de varias pragas e doencas
observadas em sua producdo agricola (Lee et al., 2015), inclusive no Brasil (Silva et al.,
2015; Moraes et al., 2017; Camara et al., 2020; Oliveira et al., 2020).

Apesar das observacdes de Lorenzoni et al. (2017) apontando alta similaridade
genotipica yacon, o resultado aponta que pode haver uma varia¢do na ploidia, 0 que nao
descarta a necessidade para que novos genétipos sejam introduzidos a fim de promover o
aumento da variabilidade, o que minimizaria os efeitos adversos causados por fatores

bioticos e abibticos.

A analise morfométrica permitiu identificar que o cariotipo da yacon é composto
por vinte e nove pares de cromossomos, treze pares de cromossomos submetacéntricos
(M—-1-5,7-12, 14, 20) e dezesseis metacéntricos (SM — 6, 13, 15— 19, 21- 29), com
seus tamanhos variando de 3,64 (cromossomos 1) a 1,67 pm (cromossomos 29),
resultando na formula cariotipica de 32 M + 22 SM. O cari6tipo também possui a presenca

de construcdo secundaria no par de cromossomos 21 (Figura 2. Tabela 1).
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Tabela 1. Caracterizacdo morfoldgica dos 2n = 58 cromossomos mitdticos de yacon com

base na Figura2.

Num. Braco Comp.
Cromossom Total Relativo
0 (um) Curto Longo r Classe* (%)
1 3,647 1,382 2,265 1,64 SM 7,72
2 3,331 1,301 2,029 1,56 SM 7,05
3 3,191 1,140 2,051 1,80 SM 6,75
4 3,022 1,103 1,919 1,74 SM 6,39
5 2,926 1,074 1,853 1,73 SM 6,19
6 2,853 1,154 1,699 1,47 M 6,04
7 2,831 1,096 1,735 1,58 SM 5,99
8 2,735 1,015 1,721 1,70 SM 5,79
9 2,699 1,074 1,625 1,51 SM 5,71
10 2,669 0,978 1,691 1,73 SM 5,65
11 2,654 0,993 1,662 1,67 SM 5,62
12 2,588 0,993 1,596 1,61 SM 5,48
13 2,478 1,029 1,449 1,41 M 5,24
14 2,449 0,949 1,500 1,58 SM 5,18
15 2,360 1,037 1,324 1,28 M 4,99
16 2,346 0,971 1,375 1,42 M 4,96
17 2,287 0,978 1,309 1,34 M 4,84
18 2,257 0,956 1,301 1,36 M 4,78
19 2,228 0,956 1,272 1,33 M 4,71
20 2,213 0,882 1,331 1,51 SM 4,68
21 2,176 0,934 1,243 1,33 M 4,60
22 2,110 0,875 1,235 141 M 4,46
23 2,088 0,904 1,184 1,31 M 4,42
24 1,993 0,934 1,059 1,13 M 4,22
25 1,941 0,860 1,081 1,26 M 4,11
26 1,890 0,860 1,029 1,20 M 4,00
27 1,860 0,750 1,110 1,48 M 3,94
28 1,860 0,794 1,066 1,34 M 3,94
29 1,676 0,699 0,978 1,40 M 3,55

* Classe: M - metacéntrico; SM - submetacéntrico.

O cariograma para yacon foi relatado anteriormente apenas por Fernandez et al.

(2000), em que os mesmos relataram diferentes resultados, com o cariograma da espécie

apresentando onze pares submetacéntricos, dois pares subtelocéntricos e dezesseis pares

metacéntricos. Os autores sugeriram que 0s cromossomos da espécie medem entre 3,12

(cromossomo 1) e 1,80 um (cromossomo 29) e possuem um par de satélites no brago
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curto dos cromossomos 15 do seu caridtipo que apresenta a seguinte formula cariotipica
32 M + 22 SM + 4 A (acrocéntrico).

A caracterizacdo cariotipica de yacon usando citogenética classica serviu de base
para a compreensdo de possiveis alteragdes cariotipicas da espécie. O conhecimento
citogenético gerado, fornece informacdes basicas qualitativas e quantitativas valiosas que

encorajam futuras investigacfes sobre a citotaxonomia da yacon.

CONCLUSAO

O valor médio do conteido de DNA nuclear 2C foi de 6,390 + 0,0017 pg, 1C =
3,195 equivalente a 1C = 3.124,710 Mpb. Com base no valor 1C, o genoma da S. yacon

pode ser considerado pequeno.

Os valores de 1C e 2C nuclear e 0 nimero cromossdémico (2n = 58) observados

demonstra que se tem diferentes germoplasmas de yacon cultivados em clima tropical.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

Diante a presente pesquisa observa-se que o material genético de yacon produzido
na regido sudeste do Brasil apresenta relacdo proxima entre os membros. 1sso serve como
evidéncia para a necessidade e importancia de reunir o maior nimero possivel de
genotipos encontrados em diferentes paises para formar o banco de germoplasma da
espeécie, visando obter o maximo de variabilidade, garantindo sua conservacao e também,

ndo menos importante, viabilizar programas de melhoramento.

Neste sentido, durante o processo de coleta do material genético para o estudo de
variabilidade houve relato de produtores como o do senhor Ivan dono da empresa
@santeorganic que gentilmente cedeu material propagativo yacon que representou o
municipio de Piedade — SP. Ao ser questionado sobre a origem do seu material de cultivo,
apresentou o seguinte relato “Pela historia que os antigos contam, o plantio de yacon no
Brasil se originou aqui em Piedade mesmo. Uma grande parcela da populacéo é de origem
japonesa (séo os principais consumidores aqui do Sudeste) e os primeiros rizomas foram
trazidos do Japdo”. Importante informacao, visto que, é crescente relatos de pragas e
doengas no cultivo da espécie no Brasil e, ressalta a fragilidade da sua producéo no pais,

tendo em vista a uniformidade genética do material cultivado.

Por outro lado, é importante salientar que no presente estudo foi observado a
presenca de diferencas morfoagronémicas em material genético considerado de alta
afinidade genética cultivado em ambiente heterogéneo. Esse resultado pode representar
formacédo de ecétipos, sendo que, uma vez formados ecétipos podem evoluir, aumentando
suas divergéncias, num processo que culminaria com o evento da formacdo de uma

cultivar.

Portanto, se faz necessario mais estudos que concluam estd hipotese,
correspondendo a um determinado genotipo e fendtipo selecionado, em que 0s genoétipos
apresentados possam manter durante o processo de propagacdo, um conjunto Unico de
caracteristicas agrondmicas de interesse, que o distingam de maneira suficiente de
cultivares semelhantes da mesma espécie. Visto que, a planta apresenta rapida expansao
no seu cultivo, impulsionado pelo crescente interesse na producdo comercial e como

consequéncia diferentes desafios adaptativos em seu cultivo.



