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RESUMO

A batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam., Convolvulaceae) é uma espécie hexaploide
(2n=6x=90), originada no continente americano, cuja raiz tuberosa € muito apreciada na
alimentacdo humana. Seu cultivo esta entre as dez culturas alimenticias mais importantes no
mundo, sendo o melhoramento genético essencial para aumento de produtividade e melhoria
da qualidade da raiz. Para isso, existe uma ampla variabilidade genética para caracteres de
interesse agrondmico que esta conservada em Bancos de germoplasma. Considerando a
importancia da caracterizacao citogenética desses gendtipos, especialmente pelo fato de ser uma
espécie hexaploide de reproducdo assexuada, 0 objetivo deste trabalho é caracterizar o cariétipo
de acessos de batata-doce do Banco de Germoplasma do Programa de Melhoramento da
Universidade Federal de Lavras. Ramas de quatro acessos (Ligeirinha, UFVIM-61, 1153 e 666)
foram coletadas nos campos experimentais do Centro de Desenvolvimento e Transferéncia de
Tecnologia/DAG/ESAL/UFLA e cultivadas para obtencdo de raizes. Para o preparo das
laminas foram utilizados meristemas radiculares pre-tratados com 8-hidroxiquinolina 2mM por
4h, a temperatura ambiente e fixado em metanol: acido acético (3: 1). A parede celular foi
submetida a digestdo enzimatica (Pectinase 100 U: celulase 200U, pH 4,8), por 1h e 20min a
1h e 40min. As laminas foram preparadas através da técnica de secagem a chama e submetidas
a técnica de hibridizacdo in situ fluorescente para localizagdo dos locos de rDNA 5S e 35S. As
melhores metéfases de cada acesso foram utilizadas para descri¢do do cari6tipo e identificacdo
do numero e localizacdo dos dos sitios de rDNA. Trés acessos apresentaram 90 cromossomos
e o genotipo “1153” apresentou aneuploidia (2n=6x=90-1). Foram observados seis sitios de
rDNA 5S para todos os acessos, apresentando variacdo na localizagdo nos cromossomos
(proximal e alguns no brago inteiro). Os sitios 35S foram localizados na regido terminal dos
cromossomos em todos 0s acessos, mas em numeros diferentes (12, 14 e 16). A variabilidade
cariotipica observada nos quatros acessos de |. batatas indica que é essencial ampliar a
descricdo detalhada do cariotipo dos acessos do banco de germoplasma de batata-doce da
UFLA, para orientar a conservacao e a escolha de parentais para cruzamentos controlados.

PALAVRAS CHAVES: Cromossomo. Germoplasma. FISH. genes ribossomais. aneuploidia.



ABSTRACT
Sweet potato (Ipomoea batatas (L.) Lam., Convolvulaceae) is a hexaploid species (2n=6x=90),
originated in the American continent, its tuberous root is highly appreciated in human
consumption. Its cultivation is among the ten most important food crops in the world and
genetic improvement is essential to increase productivity and improve root quality. For this,
there is a wide genetic variability for characters of agronomic interest that is maintained in
germplasm banks. Considering the importance of cytogenetic characterization of these
genotypes, especially because it is an asexually reproducing hexaploid species, the objective of
this work is to characterize the karyotype of sweet potato accessions from the Germplasm Bank
of the UFLA Breeding Program. Branches from four accessions (Ligeirinha, UFVIM-61, 1153
e 666) were collected in the experimental fields of the Center for Development and Technology
Transfer/DAG/ESAL/UFLA and cultivated to obtain roots. Meristems pretreated with 2mM 8-
hydroxyquinoline for 4h at room temperature and fixed in methanol:acetic acid (3:1) were used
to prepare slides. The cell wall was submitted to enzymatic digestion (100 U pectinase: 200 U
cellulase, pH 4.8), for 1h and 20min to 1h and 40min. Slides were prepared using the flame-
drying technique and used for fluorescent in situ hybridization to locate the 5S and 35S rDNA
loci. The best metaphases of each accession were used for karyotype description, determination
of number and location of rDNA sites. Three accessions had 90 chromosomes and the “1153”
genotype was aneuploidy (2n=6x=90-1). Six 5S rDNA sites were observed for all accessions,
showing variation in the location in the chromosomes (proximal and some in the entire arm).
The 35S sites were located in the terminal region of the chromosomes in all accessions, but in
different numbers (12, 14 and 16). The karyotypic variability observed in the four accessions
of Ipomoea batatas L. indicates that it is essential to expand the detailed description of the
karyotype of the accessions from the UFLA sweet potato germplasm bank, to guide

conservation and the choice of parents for controlled crosses.

KEYWORDS: Chromosome. Germplasm. FISH. ribosomal genes. aneuploidy.
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1 INTRODUCAO

A batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.) é a 72 cultura alimenticia mais importante
do mundo, com producdo de 91,95 milhdes de toneladas/ano (FAO, 2018). Os paises em
desenvolvimento séo responsaveis por grande parte do cultivo, sendo o continente Asiatico o
maior produtor, com cerca de 80% da producdo mundial (CIP, 2020). A China € o maior
produtor mundial, com mais de 2,37 milhGes de hectares cultivados e produtividade média de
22,3t ha (FAO, 2018). O Brasil tem 59,79 mil hectares plantados, producdo de 847.896 t/ano
e produtividade média de 14,25 t ha’. O estado com maior area cultivada e o segundo maior
produtor é o Rio Grande do Sul, com produtividade de 12,1 t ha’. O estado de Minas Gerais
apresenta uma produtividade de 17,82 t ha™*, superior a média nacional e & média do estado do
Rio Grande do Sul, apresentando condicdes edafoclimaticas promissoras para o cultivo. No
entanto, € o estado com a oitava maior area cultivada e quarto maior produtor do pais (IBGE,
2020).

A raiz da batata-doce € rica em minerais essenciais como potassio, magnésio e céalcio
(VIZZOTO et al., 2018) e apresenta vitaminas do complexo B e vitamina A, sendo considerada
um alimento nutritivo e funcional (LOW et al., 2007). Sua farinha pode ser utilizada no preparo
de alimentos panificados sem gluten (FRANCO et al., 2018) e na elaboracdo de barras de
cereais (BEZERRA et al., 2015) e a fécula na composicdo de bebidas lacteas (ANDRADE;
MARTINS, 2002). Para alimentacdo animal, sdo utilizadas a raiz tuberosa e as ramas,
consumidas diretamente ou utilizadas na producdo de feno (DONATO et al., 2020) e silagem
(VALADARES et al., 2019). Podem ser utilizadas na producgéo de etanol, substituindo a cana-
de-acucar e o milho (MAINO et al., 2019; VIANA et al., 2017) e como planta ornamental (DA
SILVA et al., 1995).

A |. batatas, pertencente a familia Convolvulaceae Juss. (STAPES, 2012), tem como
centro de origem a America, apresentando centro de diversidade primario na América Central,
secundario na América do Sul (ZHANG et al., 2000) e Oceania (ROULLIER et al., 2013). A
batata-doce cultivada é uma espécie hexaploide com 90 cromossomos (2n=6x=90)
(SRISUWAN et al., 2006), com uma forma tetraploide natural (2n=4x=60) que nao € utilizada
para producédo comercial (BOHAC et al. 1993). A origem do hexaploide néo é consensual na
literatura, sendo consideradas as hip6teses de autopoliploidia e auto-alopoliploidia (MUNOZ-
RODRIGUEZ et al., 2018) ou alopoliploidia segmentar (GAO et al., 2020). As espécies
consideradas como possiveis ancestrais sdo Ipomoea trifida (HBK) G. Don. diploide
(2n=2x=30) (SUN et al., 2019) e tetraploide (2n=4x=60) (MUNOZ-RODRIGUEZ et al., 2018;
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SRISUWAN et al., 2006), I. tenuissima Choisy (2n=2x=30), I. littoralis Blume (2n=4x=60)
(GAO-etal., 2020) e I. tabascana J.A. McDonald & D.F. Austin (2n=4x=60) (SUN et al., 2019).

Apesar de ser considerada uma espécie estavel citogeneticamente, a batata-doce
apresenta uma variacdo grande no nimero de sitios ribossomais 35S, podendo apresentar 12,
16, 17, 18, 19, 20 e 21, geralmente localizados na regido terminal dos cromossomos. Os sitios
ribossomais 5S geralmente sdo bem conservados, mantendo o nimero de 6 e localizacdo na
regido proximal dos cromossomos (SRISUWAN et al., 2006; SUN et al., 2019; SU et al., 2020).
Ja foi relatada aneuploidia em 14 cultivares de |. batatas de polpa roxa em bancos de
germoplasma da China (com variacao de 88, 89, 91 e 92 cromossomos) (SU et al., 2020) e no
acesso “NASPOT 5, que apresentou cariétipo 2n=6x=90-1-1. A aneuploidia, uma alteragéo
numérica observada em outras culturas propagadas vegetativamente, pode afetar a dosagem
génica e consequentemente o fenotipo (WU et al., 2018).

A batata-doce pode ser reproduzida de forma sexuada através de semente (utilizada em
programas de melhoramento), apresentando reproducdo mista (SILVA, 2008), ou assexuada
através do plantio de ramas (mais comum para producdo comercial) ou raiz (DA SILVA et al.,
1995). O melhoramento da batata-doce tem como objetivo geral a selecdo de gendtipos mais
produtivos, com melhor qualidade nutritiva, resisténcia a doencas e pragas (E CASTRO et al.,
2019) e com maior conservagio das caracteristicas pos-colheita (AZEVEDO et al., 2018). E
importante ressaltar o esforco para obtencdo de cultivares biofortificadas para alimentagéo
humana (EMBRAPA, 2020). A UFLA (Universidade Federal de Lavras) vem desenvolvendo
projetos com o objetivo de selecionar gendtipos para diferentes aptidées como: alimentacéao
humana e animal, producdo de etanol e multiplas aptiddes (NETO et al., 2011).

A caracterizacdo bioldgica e agronémica do germoplasma disponivel é essencial para
selecdo correta de geno6tipos a serem usados no programa de melhoramento na obtencdo de
populacbes segregantes e selecdo de individuos superiores, bem como para conservagdo de
recursos genéticos. Desta forma, além das caracterizagdes morfoldgicas e moleculares, também
é fundamental a caracterizagéo citogenetica, taxondmica e filogenética (TECHIO et al. 2008).
Sendo uma espécie hexaploide que tem capacidade de se reproduzir assexuadamente, existe
potencial de manutencgdo de alteracfes numeéricas e estruturais com impacto para a reproducdo
sexuada (hibridacéo).

Considerando a relevancia da caracterizacao citogenética dos gendtipos disponiveis para
o melhoramento, o objetivo deste trabalho foi descrever e comparar o cariétipo de acessos do

Banco de germoplasma de batata-doce da UFLA.



11

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéncia socioecondmica e melhoramento genético da batata-doce

A batata doce é a sétima cultura alimenticia mais importante do mundo, com &rea
cultivada de 8,06 milhdes de hectares e producéo de 91,95 milhdes de toneladas por ano (FAO,
2018). Seu cultivo € realizado principalmente em paises em desenvolvimento, sendo o
continente Asiatico seu maior produtor, com cerca de 80% da producdo mundial, seguido da
Africa com cerca de 15% e 0s outros 5% em varios paises (CIP, 2020). A China é o maior
produtor mundial com mais de 2,38 milhdes de hectares cultivadas, producéo de 53,25 milhdes
de toneladas por ano e com produtividade média de 22,3 t ha* (FAO, 2018).

No Brasil, é cultivada em 59.790 hectares, com uma producéo total de 847.896 t/ano,
produtividade de 14,25 t ha™ e com rendimento bruto de 1.010.317 mil reais. As areas de cultivo
estdo concentradas nas regiGes Nordeste, Sul e Sudeste. O estado do Rio Grande do Sul é o
segundo maior produtor do pais (133.605 t/ano), com a maior area plantada (11.296 hectares)
e a maior receita bruta (171.313 mil reais/ano) e produtividade de 12,1 t ha. O estado de Minas
Gerais € 0 oitavo em area plantada (3.825 hectares), quarto em producdo total (68.142 t/ano), e
quarto de maior receita (83.411 mil reais/ano) e produtividade de 17,82 t/ha*. O estado do Mato
Grosso apresenta a maior produtividade do pais, com 25,22 t ha* (IBGE, 2020). A batata-doce
no Brasil teve uma variacao de precgo 1,40 a 9,54 R$/Kg em mercados atacadistas durante o ano
de 2021 (PROHORT, 2021).

A batata-doce pode ser utilizada para alimentagdo humana, animal, produgéo de etanol
(NETO et al., 2011) e como planta ornamental (DA SILVA et al., 1995). E uma raiz rica em
minerais essenciais para prevencao de doencas como potassio, magnésio e calcio (VI1ZZOTO
et al., 2018), apresenta vitaminas do complexo B e vitamina A, sendo considerada um alimento
nutritivo e funcional (LOW et al., 2007). Sua farinha pode ser utilizada na confeccdo de
alimentos panificados sem gluten, como bolos e pdes (FRANCO et al., 2018) e na elaboragéo
de barras de cereais, apresentando resultados sensoriais satisfatorios (BEZERRA et al., 2015).
A fécula da batata-doce tem potencial para ser utilizada em bebidas lacteas (ANDRADE;
MARTINS, 2002). Para alimentacdo animal, sdo utilizadas a raiz tuberosa e as ramas,
consumidas diretamente ou utilizadas na producdo de feno (DONATO et al., 2020) e silagem
(VALADARES et al., 2019). Por serem ricas em carboidratos, as raizes também podem ser
utilizadas na producéo de etanol, substituindo a cana-de-agtcar e o milho (MAINO et al., 2019;
VIANA et al., 2017).
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O melhoramento genético de batata-doce tem como objetivo geral a selecdo de
genotipos com melhor qualidade nutritiva, resisténcia a doencas e pragas (E CASTRO et al.,
2019), tolerancia a herbicidas (SANTOS et al., 2018; DOS SANTOS et al., 2018) e com maior
conservacdo das caracteristicas pos-colheita (AZEVEDO et al., 2018). Dependendo da
finalidade de uso, a selecdo tem como objetivos outros caracteres fenotipicos, como maior
producdo de raizes de qualidade (maior densidade), caracteristicas que interferem no valor
nutritivo para alimentacdo humana, maior producdo de ramas com maior qualidade
bromatoldgica e nutricional para alimentacdo animal (DOS SANTOS et al., 2019), maior teor
de matéria seca e producdo de biomassa visando a producéo de biocombustivel (AZEVEDO et
al., 2015). Alguns gendtipos melhorados para producéo de etanol tém apresentado producgéo de
acido elagico em suas folhas, substancia importante na industria farmacéutica, podendo gerar
renda extra para os produtores (SOARES et al., 2014). E importante ressaltar que atualmente
pesquisas vem sendo desenvolvidas na obtencéo de cultivares biofortificadas para alimentacéo
humana, no intuito de maior teor de betacaroteno (EMBRAPA, 2020). A UFLA (Universidade
Federal de Lavras), vem melhorando acessos de batata-doce para varias aptidGes, tais como
alimentacdo humana e animal, producdo de etanol e alguns apresentam multiplas aptiddes
(NETO et al., 2011).

A variabilidade genética do género tem sido diminuida tanto pela mudanca de habito
alimentar e surgimento de novas alternativas de consumo que levam a perda de genétipos
tradicionais de batata-doce que eram mantidos por agricultores, quanto pela acdo antrdpica,
mudancas climaticas e introducédo de culturas exoticas que colocam espécies silvestres em risco
(SANTOS; SALOMAO, 2019). Essa situacio torna mais necessaria a coleta e manutencéo
adequada de germoplasma. Neste sentido, esforcos vém sendo realizados por instituicoes
internacionais e por alguns programas nacionais, com o objetivo de diminuir a erosdo genética
e disponibilizar materiais para 0 melhoramento e produgdo (RITSCHEL et al., 2010). Além
disso, a batata-doce foi considerada uma espécie cultivada importante para a alimentacao
humana, sendo inserida no ANEXO | do Tratado Internacional sobre Recursos Fitogenéticos
para a Alimentacédo e a Agricultura (TIRFAAA), reforgando os incentivos a conservagao de |.
batatas e parentais silvestres (SANTOS; SALOMAO, 2019).

A conservacao de Ipomoea spp. pode ser realizada in situ (no seu local de origem) ou
ex situ (fora do local de origem, como exemplo em bancos de germoplasma). Em caso de ex
situ, pode ser conservada in vivo (através do cultivo convencional da espécie), in vitro (através
de cultura de tecidos) e através de sementes boténicas ou criopreservagdo. A técnica adequada

de conservacao vai depender de alguns fatores, tais como questdes fitossanitarias, tamanho da
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demanda, frequéncia da demanda. Para atender demanda local do material na auséncia de
problemas fitossanitarios, a conservacao in vivo é indicada, combinagdes Unicas de genes livres
que codificam resisténcia a doencas. Quando a demanda para intercambio é alta ou existe
susceptibilidade a doencas, a conservacdo in vitro € mais adequada. Para preservacao de pool
génico por longos periodos, a conservagdo através de sementes botanicas ou criopreservagéo é
mais adequada (RITSCHEL et al., 2010; SANTOS; SALOMAO, 2019).

2.2 Aspectos botanicos e taxondmicos de Ipomoea L.

A batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.) pertence a familia Convolvulaceae Juss.,
tribo Ipomoeeae e género Ipomoea (STAPLES, 2012). A familia Convolvulaceae compreende
cerca de 60 géneros e aproximadamente 1.850 espécies. E composta por ervas que podem
apresentar habito trepador ou de lianas sem gavinha, subarbustos, raramente holoparasitas ou
arvores. Tem como principal caracteristica sua corola gamopétala (STAPLES, 2012).

A tribo Ipomoeeae é composta por 750 espécies distribuidas em 9 géneros, apresentando
individuos escaladores herbaceos a arborizados, ervas perenes ou raramente anuais, arbustos e
arvores. Suas folhas podem ser simples, compostas ou palmatdrias, geralmente cordadas na
base. As inflorescéncias sdo cachos (cimeras) e as sépalas geralmente ndo sdo crescentes. O
polen é pantoporado e apresenta espinhos (VASCONCELOS et al., 2015). O ovario tem 2 ou 4
células ou raramente 3 células. A fruta é uma cépsula com 4 vélvulas, a cor da casca é
amadeirada ou semelhante a couro e com um mesocarpo levemente carnudo (STAPES, 2012).
O género Ipomoea apresenta cerca de 700 espécies, apresentando maior diversidade de espécies
entre 0s géneros da tribo (STAPES, 2012).

Dentre essas espécies, a batata-doce (I. batatas) apresenta raizes tuberosas de elevada
importancia econémica. Seu sistema radicular é bastante desenvolvido, podendo atingir 1,60m
de profundidade. As raizes tuberosas se originam nos entrends que se enraizaram no solo. A
tuberizacdo estd associada ao acUmulo de amido e aglcares principalmente no tecido
parenquimatoso oriundo do cdmbio priméario, mantendo-se sempre ativo. A raiz tuberosa é
composta de periderme (casca, pelicula externa e pele), cortex (casca interna) e polpa. A
periderme pode ter cor branca, creme, amarelada, rosada, avermelhada, cobre alaranjada,
salmao, purpura ou roxa, ou apresentar cores intermediarias a estas (FOLQUER, 1978). A polpa
pode apresentar cores branca, creme, amarelo-claro, laranja ou roxa, ou cores intermediarias
(DA SILVA et al., 1995).

O caule possui habito de crescimento rasteiro, em alguns casos trepador ou ereto do tipo

moita, tem comprimento variavel, podendo atingir 8m, de consisténcia herbacea, pubescente ou
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glabras, de coloragdo varidvel e contem vasos lactiferos. O comprimento dos entrends é bastante
influenciado pelo ambiente, tendo tamanhos variados mesmo em uma mesma rama. As folhas
sdo simples, alternas, dispostas em espiral em torno do caule, pubescente ou glabras. O peciolo
é longo, de cor e pubescéncia semelhante ao caule. O limbo foliar, inclusive as nervuras, é de
coloragdo varidvel, bem como suas formas, podendo ser cordiforme, cordiforme-arredondada,
sagitada, hastada, lobada, fendida ou partida. Os bordos podem ser inteiros, dentados, lobados
ou partidos. O tamanho do limbo foliar e do peciolo variam conforme a cultivar e condicdes
ambientais, apresentando tamanhos maiores em periodos mais quentes do ano (FOLQUER,
1978; STEINBAUER; KUSHAMAN, 1971).

As inflorescéncias séo cachos (cimeras) nas axilas das folhas, apresentando variagéo de
tamanho, formato e cor. As flores séo perfeitas, com corola gamopétala, com pétalas unidas em
forma de funil, apresentando coloracgéo variavel entre branco e tonalidades de roxo, dependendo
da cultivar. O calice é formado por cinco sépalas, duas exteriores e trés inferiores oblongas,
persistentes, glabras ou pubescentes, de cor verde-clara a verde-escuro, as vezes com manchas
avermelhadas. O androceu possui cinco estames desiguais, com os filamentos aderidos na base
da corola e situados em volta do pistilo. As anteras sdo usualmente brancas, amarelas ou
ligeiramente purpuras, com deiscéncia longitudinal, e altura (posicao) variavel em relagdo ao
estigma, em funcdo do comprimento do filamento (filete). O estigma é bilobado, geralmente
branco a violaceo. O pistilo tem dois ovarios stperos, cada um contendo dois 6vulos (JONES,
1980). As flores possuem uma glandula amarela bem desenvolvida, contendo néctar que atrai
insetos (MARTIN; JONES, 1972).

O fruto € uma capsula arredondada, seca, bilocular, com didmetro variavel de 3 a 7mm,
glabro ou pubescente, com um apiculo (terminal) deiscente. Os frutos imaturos sdo
caracteristicos de cada cultivar, apresentando cor variavel desde verde claro até plrpuro-escura,
e quando secos sdo de cor marrom-claro a escuro. Cada fruto pode conter até quatro sementes
(JONES, 1980).

As sementes de batata-doce sdo pequenas, medindo de 2 a 4mm de didmetro. Sua
coloracdo varia entre marrom escuro e preto. Apresentam dorméncia, sdo duras e ndo absorvem
agua, mecanismo comum em espécies de Ipomoea spp. (MELO, 2020). O peso médio de 100

sementes € de 2g, variando conforme o progenitor entre 1,3 a 3,0g (JONES; DUKES, 1976).

2.3 Origem e evolucdo de Ipomoea batatas (L.) Lam.
O exato centro de origem da batata-doce (I. batatas) ainda é desconhecido, mas existem

muitas evidéncias que indicam a America Central e do Sul como possivel centro de origem
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(RODRIGUEZ et. al, 2017). O material mais antigo coletado de batata-doce é de cerca de 8.000
a. C. (periodo Neolitico) e foi encontrado em trés cavernas no canion do Chica, localizado na
regido centro-sul do Peru (ENGEL, 1970). Apos andlise do material, foi confirmado que se
tratava de I. batatas através de estudos com os grdos de amido, mesmo esses sendo menores
que o das cultivares atuais. Essa diferenca de tamanho foi atribuida ao processo de
domesticacdo da espécie (PERRY, 2002).

No entanto, pesquisadores acreditavam que a batata-doce teria sido originada apenas na
Ameérica Central, pois as populacdes dessa regido apresentavam um alto grau de variabilidade
genética. Estudos realizados com marcadores AFLP por Zhang et al. (2000) com a colecdo de
batata-doce do CIP “Centro Internacional de la Papa” revelou que acessos oriundos da América
Central apresentavam maior grau de diversidade quando comparados com os do Peru-Equador,
indicando a América Central como centro primario de diversidade e possivel centro de origem
e o Peru-Equador como centro secundério de diversidade.

Templar et al. (2003) analisaram 74 acessos de batata-doce provenientes de diferentes
centros primarios e secundarios de diversidade utilizando marcadores RAPD. Esses resultados
corroboraram a hipdtese de que a América Central seja o centro de origem e indicaram que
genes de acessos da América do Sul também estariam presentes e envolvidos na origem da
batata-doce. Trabalho realizado por Roullier et al. (2011), com hapl6tipos de cloroplasto e DNA
nuclear, utilizando marcadores de microssatélites (SSR), indicam diferencas entre populagdes
geograficamente distintas, associando o hapl6tipo 1 e ndcleo do grupo k1 com a América do
Sul e o haplétipo 2 e nacleo do grupo k2 com a América Central. Foi sugerido que a batata-
doce tenha evoluido através da domesticacdo de dois centros de origens (domesticacao
independente), um em populac¢bes da América Central (incluindo Caribe) e outro na América
do Sul (Venezuela, Coldmbia, Equador e Peru) e que em algum momento ocorreu fluxo génico
entre essas populagdes de pools génicos diferentes. Dessa forma, os dois grupos nucleares sao
observados em regides diferentes do continente, no entanto o cloroplasto foi conservado por
regido, por ser um genoma com heranca materna citoplasmatica. Esses eventos combinados
com fluxo génico entre gendtipos cultivados e selvagens, troca social de clones, mutacGes
somaticas e recombinagdo local contribuiram para moldar o grande nimero de ragas locais
registradas nas Américas (Roullier et al., 2013).

As espécies que compdem o género Ipomoea sp. sdo diferenciadas em trés grupos (A,
B e X), com base em seu modo de reproducdo e nimero de cromossomos (JONES; DEONIER,
1965). As espécies do grupo A sao diploides (2n=2x=30), autocompativeis, conseguem cruzar

entre si e com as espécies do grupo X. O grupo B tem diferentes ploidias (diploide, tetraploide
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e hexaploide), autoincompatibilidade e as espécies ndo conseguem cruzar com as espécies do
grupo A e X, porém conseguem cruzar entre si. O grupo X é composto por espécies tetraploides
(2n=4x=60), sdo autoincompativeis, conseguem cruzar entre as especies do mesmo grupo e do
grupo A (NISHIYAMA et al., 1975).

O grupo B é composto pelas espécies I. batatas (2n=6x=90), I. trifida (HBK) G. Don.
(2n=2x=30 e 2n=4x=60), I. littoralis Blume (2n=4x=60) e I. leucantha Lacq. (2n=2x=30).
Cruzamentos interespecificos entre I. batatas e as demais espécies do grupo com ploidia natural
e variacOes artificiais (tetraploide e hexaploide) foram realizados com sucesso formando
sementes viaveis, exceto com I. leucanta (2n=2x=30). O resultado do hexaploide artificial de
I. trifida (2n=6x=90) apresentou as caracteristicas das raizes mais proximas as da batata-doce
(NISHIYAMA et al., 1975).

As hipoteses sobre os ancestrais e o processo de poliploidizacdo de I. batatas ainda
geram conflitos entre os pesquisadores. Mufioz-Rodriguez et al. (2018) sugerem que a batata-
doce foi originada de I. trifida, passando por dois processos de poliplodizagéo (auto e auto-
alopoliplode), formando 2 pools génicos cloroplastidiais distintos. Gao et al. (2020) prop6em
que I. trifida, 1. tenuissima Choisy e . littoralis sdo os ancestrais envolvidos no processo de
especiacdo que levou a formacdo de um alopoliploide segmentar.

Mufioz-Rodriguez et al. (2018) analisaram SNPs através de dados gendmicos nucleares
e cloroplastidiais de 199 espécies pertencentes ao género Ipomoea. Entre acessos de |. batatas
0 genoma nuclear foi similar, enquanto para o cloroplastidial foi verificada a existéncia de dois
pools génicos, sugerindo a existéncia de 2 linhagens distintas (CL1 e CL2). A linhagem 2 (CL2)
esta mais relacionada com I. trifida e a linhagem 1 (CL1) € um grupo irm&o da linhagem 2.
Com esses dados foram elaboradas algumas hipoteses referentes a especiacdo, sugerindo que a
batata-doce se originou de autopoliploidizacdo e auto-alopoliploidizacdo. A autopoliplodia teria
ocorrido a partir do cruzamento de . trifida (2x) x I. trifida (4x), resultando em um triploide
(3x), que apds a duplicacdo de seu genoma, formou a I. batatas (6x) (CL1l). Apos a
diferenciacéo das espécies, teria ocorrido um novo cruzamento entre |. batatas (6x) (parental
paterno, CL1) x I. trifida (2x) (parental materno, CL2). Esse alotetraploide (4x) teria cruzado
novamente com |I. trifida (2x) (parental materno, CL2). A duplicagdo gendmica desse triploide
(3x) deu origem ao hexaploide (6x) (CL2), que passou por multiplos retrocruzamentos naturais
com I. batatas (6x) (paternal paterno, CL1). Esses cruzamentos sucessivos tornaram o genoma
nuclear similar, porém com cloroplasto herdado diretamente de I. trifida (CL2). Outra hipbtese
sugerida na formacdo da I. batatas (CL2) € a ocorréncia de cruzamento assimétrico, onde o

genoma nuclear teria sido fornecido por um gameta masculino ndo reduzido de um individuo
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hexaploide de batata-doce, enquanto o cloroplasto teria sido herdado de um I. trifida (2x) do
progenitor materno, desta forma ndo ocorrendo novamente eventos sucessivos de
poliplodizacéo.

Gao et al. (2020) realizou estudos transcriptdmicos e filogenéticos utilizando 811 cDNA
de copia tnica altamente conservados “Conserved Ortholog Set 11 e observaram a presenca de
trés subgenomas na batata-doce. Segundo os autores, os resultados indicam que I. batatas
(2n=6x=90) surgiu do cruzamento de I. trifida diploide (2n=2x=30) (Bs 2 Bs 2) e um hibrido
interespecifico tetraploide (2n=4x=60) de (. tenuissima (Bs 2’ Bs 2’) x I. littoralis (Bs 1’ Bs
17)). Essas trés espécies t€ém um ancestral em comum e por isso apresentam genomas muito
semelhantes (homedlogos), podendo formar multivalentes na forma hexavalente na meiose
(MAGOON et al., 1970). Os autores sugerem que 0 genoma de |. batatas (2n=6x=90) é
constituido por Bs 2 Bs 2 Bs 2° Bs 2’ Bs 1’ Bs1’ e ¢ um alopoliploide segmentar.

Apesar das divergéncias na literatura, pode-se afirmar que é consensual que |. batatas é
originaria do continente Americano (Zhang et al., 2000; Templar et al., 2003) e que I. trifida
diploide é um ancestral da batata-doce (Mufioz-Rodriguez et al., 2018; Gao et al., 2020;
SRISUWAN et al., 2006; SUN et al., 2019).

2.4 Citogenética de Ipomoea L.

O género Ipomoea tem numero basico x=15 cromossomos e espécies com ploidias
diferentes: diploides, tetraploides e hexaploides. Seus cromossomos sdo pequenos e médios
(variando entre 1,0 — 4,0 um) (RANE et al, 2012) e geralmente metacéntricos ou
submetacéntricos (SAMPATHKUMAR, 1979). A batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.) é
um hexaploide com 90 cromossomos (2n=6x=90) (GAO et al., 2020; YANG et al., 2016),
porém também existe a forma tetraploide com 60 cromossomos (2n=4x=60), que nao é utilizada
para producdo comercial (BOHAC et al. 1993).

Estudos meidticos de I. batatas com 28 celulas revelaram a maior ocorréncia de
associagOes cromossémicas bivalentes (variando de 21 a 45 por célula), seguidas de associacfes
multivalentes (tetravalentes), variando entre 1 a 9 por célula, e ocorréncia rara de univalentes e
multivalentes (trivalentes, hexavalentes e pentavalentes). O estudo sugeriu a existéncia de trés
genomas parentais parcialmente homologos, sendo dois deles com maior homologia quando
comparado ao terceiro. Também foram observadas no paquiteno duas alteracGes
cromossémicas estruturais, uma translocagdo e uma inversdo (MAGOON et al., 1970).

|. batatas apresenta diferentes porcentagens de viabilidade polinica dependendo do teste

utilizado. Com uso de carmim acético 1% a viabilidade foi superior a 85%, com identificacdo
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de resultados falso positivos. Com uso de Cloreto de 2,3,5-Trifenil Tetrazolio (TTC) a
viabilidade foi em torno de 40%. Também foi observado que o grdo de pdélen mantém sua
viabilidade por pelo menos 12h (SILVA, 2008).

Algumas espécies pertencentes ao género Ipomoea apresentam producdo de gametas
ndo reduzidos (2n). Em populaces silvestres de I. trifida diploide, oriundas da América Central
e do Sul, foi observado em 20% das populacGes estudadas a ocorréncia com frequéncia
diferente (0 a 20%) de graos de pdlen ndo reduzido (2n), com diametro 30% maior do que 0
grédo de pélen normal (n) (ORJEDA et al., 1990). Foi relatada também a ocorréncia de grdo de
polen ndo reduzido (2n) em I. batatas tetraploide. Esse gréo de p6len ndo reduzido apresentou
um didmetro 30% maior do que um gréo de pélen normal (n) e durante a anéfase Il foi observada
a formacdo de fuso anormal (fuso fundido em apenas um polo) (BECERRA LOPEZ-
LAVALLE; ORJEDA, 2002).

A comparagdo entre |. batatas e I. trifida com relacdo ao padrdo de bandas CMA,
namero e distribuicdo dos genes ribossomais 35S e 5S localizados por hibridizagdo in situ
fluorescente (FISH) sugere que I. trifida (2n=2x=30) e (2n=4x=60) sejam um dos progenitores
da batata-doce. Foi observada no bandeamento CMA a marcacdo de um cromossomo néo
homologo de I. trifida (2n=2x=30) e (2n=4x=60). O mesmo padrdo foi observado em duas
variedades de I. batatas, indicando que existe pelo menos um genoma compartilhado entre as
espécies. Os locos de 5S foram proporcionais a ploidia da espécie, com 2, 4 e 6 marcacdes, para
as espécies diploide, tetraploide e hexaploides, respectivamente. No entanto, para o loco 18S
foram observadas 6 e 10 marcas para os diploides e tetraploides, respectivamente, e 0s
hexaploides tiveram 10, 12 e 18 sinais. Em todos os acessos de I. batatas o rDNA 18S foi
localizado na extremidade distal do braco curto do cromossomo, na constricdo secundaria
(SRISUWAN et al., 2006).

O cariotipo detalhado de seis espécies de Ipomoea sp foi descrito utilizando localizagdo
por FISH dos genes de rDNA 35S e 5S e de duas sequéncias de DNA sateélite (Itf_1 e Itf_2)
extraidas de I. trifida diploide. O padréo de marcas observado indica que I. trifida e I. tabascana
sejam possiveis ancestrais de |. batatas. Os resultados sugerem também que a espécie mais
antiga do género dentro do grupo monofilético de Ipomoea seja I. splendor-sylvae House
(2n=2x=30). Os autores propdem que seu cariotipo possa ser 0 mais semelhante ao ancestral de
batata-doce (SUN et al. 2019; MUNOZ-RODRIGUEZ et al., 2018).

Su et al. (2020), ao analisarem 76 cultivares de batata-doce de polpa roxa do banco de
germoplasma do Institute of Sweet potato, Chinese Academy of Agricultural Sciences e

Institute of Agricultural Sciences of Quanzhou, utilizando a técnica FISH com sondas de rDNA
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35S e 5S, relataram a ocorréncia de aneuploidia em 14 cultivares (variando de 88, 89, 91 e 92
cromossomos), variacdo no numero de locos 35S (16 a 21 sitios) e estabilidade do locos 5S
apresentando 6 sitios (apenas duas cultivares apresentaram 5 ou 7 sitios). Esses dados indicam
que algumas cultivares hexaploides de |I. batatas de polpa roxa apresentam instabilidade
cariotipica, que pode ter reflexo na estabilidade genética.

Ipomoea nil (L.) Roth é uma espécie diploide (2n=2x=30), apresentando 8
cromossomos submetacéntricos, 20 metacéntricos e 2 telocéntricos e considerada uma espécie
modelo do género (CHEN et al., 2020). A partir do sequenciamento do genoma e montagem
dos 15 pseudocromossomos (HOSHINO et al., 2016) foram desenhadas quatro sondas de
oligonucleotideos e localizadas pela técnica de FISH juntamente com sondas de rDNA 35S e
5S. Com o padrdo de marcas obtido foi possivel identificar todos os pares cromossémicos sem
ambiguidade. Este trabalho inédito para o género contribui para a elucidacdo da evolucgédo
cariotipica no género Ipomoea, visto que as espécies do género apresentam cromossomos
pequenos, numerosos e com morfologia similar. A utilizacdo de um maior nimero de sondas,
em adicdo as de rDNA, aumentou a resolucdo da analise e subsidiou o entendimento da
contribuicdo de cada ancestral na formacéo do genoma das espécies relacionadas (CHEN et al.,
2020).

Existem ainda informacgdes citogenéticas para outras espécies do género, tais como
Ipomoea pes-caprae, I. aquatica, I. carnea, | herderifolia, 1. quamoclit, I. triloba, I. turbinata,
I. violacea. Sdo espécies diploide (2n=2x=30) e com cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos, com tamanho variando de 1,25 a 4,79 um e com cariétipos assimeétricos
(RANE et al., 2012).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material vegetal

Foram avaliados quatro acessos de Ipomoea batatas (L.) Lam. (Tabela 1) cedidos pelo
banco de germoplasma de batata-doce no Centro de Desenvolvimento e Transferéncia de
Tecnologia (CDTT) do Departamento de Agricultura (DAG) (Coordenadas: latitude:
21°22°700° S ¢ longitude: 44°97°376’> W) da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Tabela 1. Acessos de Ipomoea batatas (L.) Lam. do banco de germoplasma da Universidade
Federal de Lavras “UFLA”.

Gendtipo Origem Uso Cor de polpa

Ligeirinha Cultivar obtido com produtores em Comercial/ Creme
ltutinga-MG Cultivar

UFVJIM-61 Banco de Germoplasma do Vale do Comercial/ Creme
Jequitinhonha-MG Cultivar

666 Selecdo Recorrente (C1) do parental Melhoramento Creme
materno “31” no ano de 2018 genético

1153 Selecéo Recorrente (C2) do parental Melhoramento Roxa
materno “Uruguaiana” no ano de 2020 genético

Legenda: Identificacdo do gendtipo, origem do material, uso e coloracdo da polpa.
Fonte: Do autor (2022).

Plantas obtidas por estaquia do material experimental de batata-doce cultivado no
CDTT/DAG/UFLA foram mantidas em casa de vegetacdo (DBI/UFLA) para coleta de material
biolégico. Raizes jovens foram coletadas em ramas enraizadas em Aagua. As analises

citogenéticas foram realizadas no Laboratorio de Citogenética Vegetal (DBI/UFLA).

4.2 Preparo de laminas

As laminas foram preparadas a partir do meristema radicular coletado periodicamente
dos acessos descritos, com o objetivo de obter células mitoticas em metafase. As regides apicais
das raizes foram tratadas em solucdo de 8-hidroxiquinolina 2mM & temperatura ambiente por
4h. As pontas das raizes tratadas foram submetidas ao processo de lavagem em agua destilada
(dH20) 2x por 5min. Posteriormente, foram fixadas em solucdo metanol: &cido acético (3: 1, v
/ v) por 24h e armazenadas a - 20 ° C em solucéo de etanol 90%. As pontas das raizes fixadas

foram lavadas em dH20 3x por 5min e submetidas ao tratamento enzimatico (100 U pectinase:
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200 U celulase) a 37 ° C de 1h e 20min a 1h e 40 min (dependendo da espessura da raiz). As
pontas das raizes digeridas foram lavadas em dH20O 3x por 5 min e fixadas em solucéo etanol:
acido aceético (3: 1, v/ v) por 24h e armazenadas a - 20 ° C, ap0s esses processos as raizes foram
maceradas em laminas de vidro em fixador (2 etanol: 1 acido acético v / v) com pinga de ponta

fina e depois “secas a chama” sobre uma chama de alcool (DONG, 2000).

4.3 Hibridizagao in situ fluorescente (FISH)

A obtencéo das sondas de rDNA 18S foi obtida via reagdo de PCR “Polymerase Chain
Reaction” utilizando os primers NS1 (5°- 35 GTA GTC ATATGC TTG TCT C-3”) e NS4 (5°-
CTT CCG TCA ATT CCT TTA AG3’) para amplificar o gene ribossomal 35S a partir do
genoma de Oryza sativa L. (White et al., 1990). Os produtos de PCR foram marcados por nick
translation (Roche Biochemicals®, UK) com biotina-14-dATP (Roche Biochemicals®, UK).
A sonda de rDNA 5S foi marcada com (Roche Biochemicals®, UK) digoxigenina-11-dUTP
via reacdo de PCR com primers especificos RICRGACL (5’- GAT CCC ATC AGA ACTC
CAA G-3’) e RICRGAC2 (5 -CGG TGC TTT AGT GCT GGT ATG-3’, a partir do genoma
de O. sativa L. (DOLEZELOVA et al., 1998).

A hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) foi feita segundo Masoudi-Nejad et al.
(2002), com modificacdes. Os experimentos de FISH foram realizados com sondas de rDNA
18S (representando uma parte do gene ribossomal 35S) e 5S. As laminas foram pré-fixadas com
formaldeido 4% em SSC2x por 13 min, submetidas trés vezes a solugcdo SSC2x por 5min. Essas
laminas foram desidratadas em etanol 70%, 90% e 100% por 2min a temperatura ambiente. A
mistura de hibridizacdo (50% formamida, 2 x SSC, 20% de sulfato de dextran, 2,5% de dH20
e aproximadamente 40ng/uL de sondas 18S e 5S) foi desnaturada juntamente com o0s
cromossomos da lamina, a 80 °C, por 3min. Apds a desnaturacdo as laminas foram mantidas
em camara umida por 17 a 48h, a 37 °C para o processo de hibridizacdo. As lavagens pos-
hibridizacdo foram feitas sob agitacdo, em SSC 2x por 5min em temperatura ambiente, seguida
de SSC 2x a 42° C por 10min e uma terceira lavagem em SSC 2x por 5min em temperatura
ambiente. A deteccdo das sondas foi realizada com anti-digoxigenina conjugada com rodamina
e anti-biotina conjugada com fluoresceina, em tamp&o TNB 1x por 1h a 37 °C, em camara
umida, e posteriormente desidratadas em etanol 70%, 90% e 100% por 2min a temperatura
ambiente. A montagem das laminas foi em meio Vectashield contendo DAPI.

A avaliagdo foi feita em microscopio Olympus BX60 equipado com sistema de
epifluorescéncia e camera digital refrigerada, utilizando filtros especificos para DAPI
(Excitacdo: 330-385 nm; Emissdo: 420 nm), FITC (Excitacdo: 490 nm; Emissdo: 525 nm) e
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Rodamina (Excitagdo: 400-410 nm; Emissdo: 455 nm). As imagens foram processadas em
software de edicdo de imagem (Photoshop).

Para determinacdo do nimero cromossémico, nimero e localizacdo dos locos de rDNA
5S e 35S foram selecionadas as metafases com cromossomos bem distribuidos e sinais de FISH
distinguiveis, sendo 11 metafases na cultivar Ligeirinha e 4 metafases nos genétipos UFVIM-
61, 666 e 1153.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Numero de cromossomos e morfologia

Entre os quatro acessos de batata-doce, o ndmero cromossémico de trés acessos
(Ligeirinha, UFVJM-61 e 666) foi 90 e de um acesso (1153) foi 89 (Tabela 2; Figura 1). A
ocorréncia de aneuplodia em . batatas ja foi relatada (WU et al., 2018; SU et al., 2020). O fato
desta alteracdo cromossémica numeérica ser tolerada e acontecer com certa frequéncia na
espécie pode estar associado ao fato de ser um hexaploide e de ser propagado por estaquia
(reproducéo assexuada) (WU et al. 2018). Em estudos gendmicos de batata-doce foi observada
uma diferenca na profundidade de leitura nos cromossomos 8 e 11 (menor profundidade) do
gendtipo “NASPOT 5” e, através da contagem do nimero cromossémico em metéfases deste
material, foi relatada aneuploidia monossémica dupla (2n= 6x= 90-1-1) (WU et al., 2018). De
76 cultivares de batata-doce de polpa roxa avaliadas, 14 apresentaram aneuploidia, com
ndmeros cromossdmicos 88, 89, 91 e 92 (SU et al., 2018). Dentre os quatro acessos avaliados
neste trabalho apenas o de polpa roxa apresentou aneuploidia (1153) (2n= 6x= 90-1), indicando
gue essa instabilidade genética pode estar associada a coloracédo da polpa.

Devido a heterogeneidade do padrdo de condensacdo dos cromossomos e
impossibilidade de identificar a posicdo dos centrdmeros, como ja relatado por Srisuwan et al.
(2006), ndo foi possivel obter as medidas para caracterizacdo da morfologia cromossémica. Nas
metafases em que a posi¢do do centrdmero estava evidente (Figura 1-4a) foi possivel observar,
gue 0S cromossomos sdo metacéntricos e submetacéntricos, como previamente relatado
(SAMPATHKUMAR, 1979; SRISUWAN et al., 2006; RANE et al., 2012).
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Tabela 2. NUmero cromossdmico (2n) e padréo de sinais de localizacdo dos locos de rDNA 5S
e 35S em quatro acessos de batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.).

Acesso 2n NuUmero de sinais 18S ~ Numero de sinais 5S
Ligeirinha 90 16 (2G, 6M, 8P) 6
UFVJIM-61 90 12 (4M, 8P) 6

666 90 14 (2G, 2M, 10P) 6
1153 89 16 (2G, 8M, 6P) 6

Legenda: Os sinais 35S foram classificados, de acordo com tamanho e intensidade em G (Grande), M
(Médio) e P (Pequeno).
Fonte: Do autor (2022).

Foi observada uma distensdo do sitio rDNA 35S em um cromossomo dos acessos
UFVJIM-61 (Figuras 1-2d e 2-2) e 1153 (Figuras 1-4d e 2-4). Su et al. (2020) descreveram essa
distensdo em diferentes gendtipos de batata-doce de polpa roxa, via de regra, com a mesma
configuragdo nos homologos. No entanto, nos acessos UFVJIM-61 e 1153 ndo foi identificado
0 cromossomo homdlogo com uma distensdo similar (Figuras 2-2 e 4). Como néo foi possivel
construir o cariograma para identificar os homdélogos, é importante considerar a possibilidade
de o par cromossdmico ser heteromdrfico para essa carateristica nos acessos avaliados. Esse
heteromorfismo nos sitios de rDNA 35S foi descrito por Srisuwan et al. (2006), acontecendo
em . trifida diploide, tetraploide e algumas variedade de I. batatas.

Nos acessos Ligeirinha (Figuras 1-1a/ld e 2-1) e 666 (Figuras 1-3a/3d e 2-3) foi
observado um fragmento de cromossomo rico em sitio de 35S, pobre em adenina e timina
(devido a coloragdo menos intensa do DAPI). Esse fragmento de cromossomo rico em sitios de
35S ja foi observado na batata-doce cv. “Ningzishu 17, ocorrendo apenas em um cromossomo
(SU et al., 2020). Provavelmente esse fragmento cromossdmico pode ser uma regido satélite,
como ja observado em I. leucanta, I. tiliacea, I. triloba, I. trifida diploide e tetraploide, I. setosa
e |. tabascana (SRISUWAN et al., 2006), em que a conexdo entre o fragmento e seu
cromossomo ndo é visivel com a coloragdo DAPI ou com a hibridizacdo da sonda 35S (ROA,
GUERRA, 2012).
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Figura 1. Metafases dos quatro acessos de batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.).

Legenda: Dispostos nas linhas: Ligerinha (1), UFVIM-61 (2), 666 (3) e 1153 (4). As colunas (a, b, c e
d) representam, respectivamente, a coloracdo DAPI (azul), localizacdo do loco rDNA 18S (verde), do
loco rDNA 5S (vermelho) e a sobreposicdo dos trés (DAPI, rDNA 45S e 5S). Barra = 10 um.

Fonte: Do autor (2022).
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Figura 2. Cromossomos isolados contendo os sitios 35S (verde) e 5S (vermelho) dos quatro
acessos de batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.): Ligerinha (1), UFVIM-61 (2),
_ 666(3)el1153(4).

Legenda: Os cromossomos foram organizados conforme a intensidade dos sinais dos sitios ribossomais.
As setas indicam o fragmento cromossdmico encontrados no acesso Ligeirinha (1) e 666 (3). Barra = 10
pm.

Fonte: Do autor (2022).

5.2 Numero de sitios de rDNA 35S e 5S

O numero de sitios de rDNA 35S variou entre os acessos avaliados (Tabela 2; Figura 1-
1b/4b), que apresentaram 12, 14 e 16 sinais. Essa varia¢do ja foi descrita para acessos de I.
batatas hexaploide, com nimeros de 12, 16 e 18 (SRISUWAN et al., 2006), 16, 17, 18, 19, 20
e 21 (SU et al., 2020) e 20 sinais na cultivar “Xushu 18” (Sun et al., 2019). A varia¢do no
numero de locos de rDNA 35S pode estar relacionada a diploidizagdo da espécie (SRISUWAN
et al., 2006) e instabilidade genética (SU et al., 2020).

Estudos utilizando a técnica FISH no género Ipomoea sp., para identificar relagéo entre

as espécies, indicam que ndo existe variacao intraespecifica para nimero de sitios rDNA 35S
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nas espécies diploides sendo 8 para I. leucanta e . tiliacea, 4 para I. triloba, . trifida e 2 sitios
para |I. setosa (SRISUWAN et al., 2006). As espécies tetraploides I. tabascana e I. trifida,
apresentaram 10 sitios de rDNA 35S. Ja a batata-doce (hexaploide) tem variacédo
intraespecifica, com caridtipos com 12, 16 e 19 sinais 35S. Essa variabilidade intraespecifica
no género Ipomoea, foi relatada apenas para I. batatas (SRISUWAN et al., 2006; SU et al.,
2020). Roa e Guerra (2012) relatam que essa variacao intraespecifica de sitios rDNA 35S pode
ocorrer ou nao em espécies do mesmo género, como no caso de Phaseolus, onde em P. vulgaris
0 numero de sitios varia de 6 a 18 e em P. lunatus, 6 sitios € uma caracteristica conservada.

A variacdo intraespecifica pode estar associada ao fato de alguns sitios estarem abaixo
do limite de deteccdo da FISH e, portanto, nédo ser real. A variacdo real pode ser resultado de
uma eventual amplificacdo em diferentes populacdes, por acdo de elementos transponiveis, ou
da perda de sitios de rDNA inativos (ROA, GUERRA, 2012). Em batata-doce, essa variacdo de
sitios ribossomais 35S pode decorrer da sua condi¢do hexaploide, pois ndo é uma variacao que
ocorre em outras espécies do género que sao diploides ou tetraploides (SRISUWAN et al., 2006;
SUN et al., 2019). Para Roa e Guerra (2012), essa variacdo dos sitios de rDNA 45S em
poliploides estd relacionada com o tempo de surgimento, e ao processo de diploidizacéo.
Poliploides mais recentes tendem a possuir mais sitios 35S que os mais antigos, que ja estdo
mais avancados no processo de diploidizacdo com reducdo e estabilizacdo dos sitios
ribossomais, como observado em Aristolochia, Nicotiana e Avena (ROA, GUERRA , 2012).

Os quatro acessos apresentaram 6 sitios de rDNA 5S (Figura 1- 1c/2c¢/3c/4c). No género
Ipomoea o sitio de rDNA 58S ¢é altamente conservado, onde as espécies diploides, tetraploides e
hexaploides apresentam nimero constante de 2, 4 e 6, respectivamente. Isso indica aumento
diretamente relacionado a ploidia (SRISUWAN et al., 2006; SU et al, 2020). No entanto, j& foi
observada a variacdo no numero de sitios de rDNA 5S em 2 cultivares de batata-doce de polpa
roxa: “Quanzishu 96” com 7 e “Yuzixiang 10” com 5 (SU et al., 2020). As mesmas sondas
ribossomais foram localizadas nos parentais da cv. “Quanzishu 96 (“Longshu 9” e “Quanshu
10”), verificando-se que o numero de sitios de rDNA 35S era igual nas trés cultivares (18 sitios)
e que 0s parentais apresentavam 6 sitios de rDNA 5S (SU et al., 2020), indicando que essa
variacdo no numero de sitios ribossomais 5S pode estar associada a algum evento pos-
hibridacéo.

A cv. “Ligeirinha” apresenta 6 sitios de rDNA 5S e 16 sitios de rDNA 35S (Tabela 2),
o mesmo padrdo das cultivares “Ningzishu 27, “Guizishu 17, “Jixuzi 2”, “Guijingzhu 6 e
“Nanzishu 015 de batata-doce de polpa roxa (SU et al., 2020). A cv. “UFVIM-61" tem 6 e 12

sitios de rDNA 5S e 35S, respectivamente (Tabela 2) e apresenta 0 mesmo numero de locos
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ribossomais quando comparada com 9 das 10 cultivares de batata-doce de véarios paises
diferentes (Filipinas, Peru, Peru, Indonésia, Porto Rico, Coreia do Sul e China) utilizadas por
Srisuwan et al., (2006). Cariotipos com 12 sitios de rDNA 35S sdo 0s mais comuns entre as
cultivares do continente asiatico e americano estudadas até entdo. Nao ha relado de 14 sitios,
como observado no acesso “666”, estando na faixa de variacdo (12 a 21) observada até entéo
nos acessos de batata-doce (SRISUWAN et al., 2006; SU et al., 2020; SUN et al., 2019).

A aneuploidia no acesso “1153” (2n = 6x = 90-1) ndo reduziu o nimero de sitios de
rDNA 5S e 35S quando comparado com 0s outros trés acessos (Ligeirinha, UFVIM-61 e 666)
(Tabela 1). Esse dado indica que o cromossomo perdido ndo era portador dos genes
ribossomais. O mesmo foi observado nas cultivares “Yanzishu 3”, “Ningzishu 57, “Ezishu 127,
“Puzishu 3” e “Guangzishu 11” de batata-doce de polpa roxa que apresentaram aneuploidia
monossdmica. Essas cultivares apresentaram 6 sitios de rDNA 5S e 17, 18 e 19 sitios
ribossomais 35S, nimero superior ao menor nimero observado (16) nas 76 cultivares avaliadas
(SU et al., 2020). Dentre as cultivares aneuploides (2n =6x = 90-1) de batata-doce de polpa roxa
do banco de germoplasma da China, a cv. “Ezishu 12” tem 17 sitios de rDNA 35S, nimero

mais proximo do observado no acesso aneuploide “1153” do banco de germoplasma da UFLA.

5.3. Distribuicéo e intensidade de locos de rDNA 35S e 5S

Os sitios de rDNA 35S foram localizados principalmente na regido terminal. Essa
localizacdo é compativel com os relatos para batata-doce (1. batatas) e para outras espécies do
género Ipomoea sp. (SRISUWAN et al., 2019; SUN et al., 2019; SU et al., 2020). Geralmente,
os locos ribossomais 35S em angiospermas (50,1%) estdo localizados na regido terminal do
cromossomo. Essa localizacdo pode estar relacionada com as restricdes de recombinacdo
homdloga, importantes para homogeneizacdo de repeticdes intra e interlocos e com maior
tolerancia a rearranjos em relacdo ao equilibrio génico e segregacdo meiotica (Pode também
estar relacionada com a protecdo que as sequéncias repetitivas de rDNA 35S proporciona ao
telomero, atuando de forma semelhante ao DNA subtelomérico, como acontece em alguns
cromossomos de Allium cepa. Geralmente, em poliploides ocorre 0 aumento no numero de
sitios de rDNA 35S, mas conservando a localizacgéo terminal (ROA, GUERRA, 2012).

O tamanho e a intensidade dos sinais rDNA 35S variou entre cromossomos em todos 0S
acessos (Figura 1-1b a 4b; Figura 2-1 a 4), indicando diferencas no nimero de repeti¢cdes da
unidade génica. A classificacdo dos sinais em grandes, médios e pequenos (Tabela 2) revelou

também variacdo no padréo entre acessos. A variacdo na intensidade de sinais entre cultivares
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e na mesma cultivar j& foi relatada por Su et al., (2020). A intensidade do sitio ribossomal 35S
variou entre 0s quatro acessos de batata-doce (Ligeirinha, UFVIM-61, 666 e 1153) (Figura 2).
A cv. “Ligeirinha” apresenta padrao de intensidade de sitios 35S (Tabela 1) similar ao da cv.
“Ningzishu 2” (2 sinais grandes, 10 médios e 4 pequenos) (SU et al., 2020). A cv. “UFVIM-
61” tem intensidade de sitios 35S (Tabela 2) parecido com a cv. “Guijingshu 9” apresentando
4 e 14, sinais médios e pequenos, respectivamente (SU et al., 2020). O acesso “666” tem poucos
cromossomos com sinais grandes (2) e médios (2) de rDNA 35S e a maioria (10) € de sinais
pequenos (Tabela 2), apresentando similaridade com a cv. “Ningzishu”, com 2 sinais grandes,
6 médios e 10 pequenos (SU et al., 2020). Dentre as cultivares aneuploides (2n= 6x= 90-1)
avaliadas por Su et al. (2020), a mais similar ao acesso “1153” ¢ a cv. “Ezishu 12”.

Os sitios de rDNA 5S foram localizados principalmente na regido proximal e alguns no
braco inteiro do cromossomo (Figura 2). O tamanho e a intensidade do sitio de rDNA 5S foram
diferentes entre acessos (Figura 1- 1c, 2c, 3c e 4c) e dentro do mesmo acesso. Os sitios de DNA
5S no género Ipomoea sp. e em batata-doce (l. batatas) sdo localizados geralmente na regido
proximal e intersticial dos cromossomos (SRISUWAN et al., 2019; SUN et al., 2019; SU et al.,
2020). A cv. “Ligeirinha” e acesso “666” apresentaram 6 sitios de rDNA 58S na regido proximal,
similar ao da cv. “Guijibgshu”, “Yanzishu 4” e “Ningzishu 1 (SU et al., 2020). A cv. “UFVIM-
61” tem 4 sitios localizados na regido proximal e 2 no brago inteiro do cromossomo, similar ao
da cv. “Ezishu 127 (SU et al., 2020). O acesso “1153” apresenta 4 sitios na regido proximal, 2
no brago inteiro do cromossomo, similar ao da cv. “Guangzishu 8” (SU et al., 2020).

A variacdo na intensidade de sinais entre cultivares e na mesma cultivar, devido as
diferengas no nimero de copias em tandem das unidades génicas, ja foi relatada por Su et al.,
(2020). A intensidade e a localizacéo do sitio ribossomal 5S variaram entre 0s quatro acessos
de batata-doce (Ligeirinha, UFVIM-61, 666 e 1153) (Figura 2). A cultivar “UFVIM-61"
apresentou a maior intensidade de sinal do sitio rDNA 5S (Figura 2-2), indicando que esta tem
um maior namero de copias em tandem de rDNA 5S (SU et al., 2020).

Nenhuma cultivar apresentou co-localizacdo das regides ribossomais (Figura 1- 1d, 2d,
3d e 4d). A colocalizacdo dos sitios ribossomais 35S e 5S é relatada em I. setosa (SRISUWAN
et al., 2019) e em cinco cultivares de batata-doce (SUN et al., 2019; SU et al., 2020).

Os resultados corroboram relatos prévios sobre o cariétipo de batata-doce (I. batatas),
de existéncia de aneuploidia, provavelmente associada com cor de polpa, e variabilidade
numerica e estrutural dos locos de rDNA 5S. Isso evidencia a importancia da caracterizacdo
cariotipica detalhada e ampla do Banco de Germoplasma da UFLA, que tem gendtipos de

diferentes cores de polpa e diferentes origens, para subsidiar principalmente as estratégias que
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envolvem uso da hibridacdo. Aponta também para a importancia do estudo da regularidade do
comportamento meidtico e da formacdo de gametas, especialmente nos genotipos aneuploides.

6. CONCLUSAO

Existe variabilidade para nimero de cromossomos entre 0s acessos de batata-doce,
sendo que os acessos “Ligeirinha”, “UFVIM-61" e “666” apresentam numero cromossémico
tipico da espécie (2n=2x=90) e o acesso “1153” ¢ um aneuploide monossémico (2n=6x= 90-
1).

Existe variabilidade entre acessos para numero de sitios de rDNA 35S dentro de acessos
para tamanho do loco 35S.

Os sitios de rDNA 5S tem ndmero constante entre 0S quatro acessos, Posi¢cdo
preferencialmente proximal, mas apresentam variagdo na posi¢do e no tamanho do loco, tanto

entre quanto dentro de acessos.
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