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RESUMO

SANTOS, Crislaine Alves dos. Propagacao vegetativa e diversidade genética de inhame
(Dioscorea sp.). Sao Cristovao: UFS, 2024. 86p. (Tese — Doutorado em Agricultura e
Biodiversidade).*

O inhame (Dioscorea sp.) € uma cultura de importancia alimentar e econdmica para a regiao
Nordeste do Brasil. A baixa disponibilidade de material propagativo com brota¢ao uniforme e
livre de doencas ¢ uma das limitagdes existentes em cultivos comerciais ¢ a cultura de tecidos
surge como uma técnica alternativa para a produg¢do de microtubérculos. Além disso, a
elaboragdo de estratégias de conservacao/uso deste recurso genético, gerido pelos agricultores,
deve ser realizada por meio da caracterizagdo morfoldgica e molecular do germoplasma do
inhame, com a finalidade de melhorar a sustentabilidade do sistema. Assim, o presente estudo
foi realizado com o objetivo de avaliar o estado da arte das duas tematicas (propagacao
vegetativa e diversidade genética), de desenvolver um protocolo de propagacao in vitro e de
estimar a diversidade genética entre genotipos de Dioscorea sp. provenientes de diferentes
estados da regido Nordeste. O primeiro capitulo engloba uma revisao sistematica com analise
bibliométrica sobre propagacdo e caracterizagdo molecular do género Dioscorea. Foram
abordados quais autores, periodicos, paises e afiliagdes sao mais produtivos e quais sao 0s temas
mais desenvolvidos e importantes em cada campo da pesquisa. Observou-se que Nigéria e
China se destacaram com publicacdes sobre as tematicas para o género Dioscorea, € 0s temas
mais desenvolvidos sdo: propagacao por meio de cultura de tecidos e a caracterizagdo molecular
para estimativa da diversidade e estrutura genética. No segundo capitulo, foi estudado o efeito
da sacarose, de espectros de luz e de reguladores de crescimento na tuberizagdo in vitro de
inhame para subsidiar a elaboracdo de protocolos de producdo de microtubérculos. Maior
diametro (7,88 mm) e massa fresca (166,13 mg) foram obtidos ao aumentar a concentragdo de
sacarose para 90 g.L!, enquanto, maiores médias para massa fresca foram observadas para os
espectros de luz branca e azul (320,4 e 276,8 mg, respectivamente) sem adicdo de CIN (0,0
mg.L") e com 1,0 mg.L ™! de ANA. No terceiro capitulo, foi realizado um estudo para avaliar a
diversidade genética entre gendtipos de inhame provenientes de diferentes estados da regido
Nordeste do Brasil, por meio de marcadores morfoldgicos e moleculares. A diversidade
genética foi estimada para 52 gendtipos de inhame provenientes de Sergipe, Bahia, Alagoas e
Paraiba, por meio de 31 descritores morfoldgicos e marcadores SSR (Simple Sequence Repeat)
e ISSR (Inter Senquence Simple Repeat). Observou-se alta diversidade genética entre os
genotipos avaliados e baixa diversidade entre os locais de coleta.

Palavras-chave: Bibliometria; cultura de tecidos; marcador molecular; fendtipo; germoplasma.

* Comité Orientador: Maria de Fatima Arrigoni-Blank — UFS (Orientadora), I[tamara Bomfim Gois — UFS (Co-
orientadora).
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ABSTRACT

SANTOS, Crislaine Alves dos. Vegetative propagation and genetic diversity of yam
(Dioscorea sp.). Sao Cristovao: UFS, 2024. 86p. (Thesis - Doctor of Science in Agriculture and
Biodiversity).*

The yam (Dioscorea sp.) is a crop with economic and alimentary importance for the Northeast
region of Brazil. The low availability of propagative material with uniform sprouting and free
of diseases is one of the limitations in commercial cultivation, thus, tissue culture emerges as
an alternative technique for microtuber production. Furthermore, the development of
conservation/use strategies for this genetic resource, managed by farmers, should be conducted
through morphological and molecular characterization of yam germplasm to enhance the
sustainability of the system. Thus, this study was conducted with the aim of evaluating the state
of the art in two themes (vegetative propagation and genetic diversity), developing an in vitro
propagation protocol, and estimating the genetic diversity among Dioscorea sp. genotypes from
different states in the Northeast region of Brazil. The first chapter encompasses a systematic
review with bibliometric analysis on the propagation and molecular characterization of the
Dioscorea genus. The study examines which authors, journals, countries, and affiliations are
more productive and which are the most developed and important topics in each research field.
It was observed that Nigeria and China stood out, with publications on Dioscorea, and the most
developed topics were tissue culture propagation and molecular characterization for estimating
diversity and genetic structure. In the second chapter, the effect of sucrose, light spectra, and
growth regulators on in vitro yam tuberization was studied to support the development of
microtuber production protocols. Larger diameter (7.88 mm) and fresh weight (166.13 mg)
were obtained by increasing sucrose concentration to 90 g.L!, while higher average fresh
weight was observed for white and blue light spectra (320.4 and 276.8 mg, respectively) without
the addition of CIN (0.0 mg.L!) and with 1.0 mg.L! of ANA. The third chapter conducted a
study to assess the genetic diversity among yam genotypes from different states in the Northeast
region of Brazil, using morphological and molecular markers. Genetic diversity was estimated
for 52 yam genotypes from Sergipe, Bahia, Alagoas, and Paraiba, using 31 morphological
descriptors, SSR (Simple Sequence Repeat) and ISSR (Inter Sequence Simple Repeat) markers.
High genetic diversity was observed among the evaluated genotypes, with low diversity among
collection locations.

Key-words: Bibliometrics; tissue culture; molecular marker; phenotype; germplasm.
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1. INTRODUCAO GERAL

O género Dioscorea possui mais de 600 espécies domesticadas e selvagens encontradas
em regides da Africa, Asia e América. A cultura do inhame (Dioscorea sp.) é conhecida por
produzir tubérculos comestiveis, importantes para a seguranca alimentar em varios paises, além
de ser utilizada na fabricacao de medicamentos e possuir potencial uso industrial (Andres et al.,
2017). No Brasil, o cultivo do inhame se destaca na regido Nordeste, sendo amplamente
difundido nos estados de Pernambuco, Paraiba, Bahia, Alagoas e Sergipe. Nessa Regido, a
cultura tem suma importancia, pois ¢ fonte de alimento, renda e emprego para pequenos €
médios agricultores (Santos et al., 2007).

Devido a baixa taxa de floragdo em muitas cultivares e a assincronia entre a producao
de flores masculinas e femininas, a principal forma de propagagao ¢ a vegetativa (Abraham et
al., 2013). Normalmente, a propagacdo ¢ feita por meio do plantio de tuberas-semente inteiras
ou por fragmentos destas. No entanto, este método de propagagao apresenta limitagdes, tais
como a baixa taxa de brotagdo, que gera desuniformidade de plantio, e problemas fitossanitarios
(Borges-Garcia et al., 2018). Sendo assim, s3o necessarias pesquisas que busquem alternativas
para melhorar o sistema de producdo de mudas, as quais devem proporcionar brotagdo uniforme
e ser livres de patogenos.

A micropropaga¢do ¢ uma alternativa para a producdo em massa de mudas de alta
qualidade para diversas espécies vegetais (Silva ef al., 2017). Além da producao de plantulas
in vitro, também ¢ possivel induzir a tuberizagdo de espécies que apresentam Orgdos de
armazenamento (Ovono et al., 2010). Essa inducao pode ser influenciada por reguladores de
crescimento, concentragdo de sacarose e condi¢des do ambiente de crescimento da planta.

Além dos problemas relacionados a propagacdao, hd poucas informacdes sobre a
diversidade genética do inhame produzido na regido Nordeste do Brasil. No entanto, estes
estudos sdao importantes para o desenvolvimento de estratégias para a conservagao e uso de
variedades tradicionais, que sdo fontes de alelos para caracteristicas de interesse, como
resisténcia a pragas e doencas e tolerancia a seca (Nascimento ef al., 2015). A diversidade
genética pode ser avaliada por meio da caracterizagdo morfologica e molecular.

Portanto, esta pesquisa foi realizada com o objetivo de compreender a estrutura das
pesquisas publicadas na area de propagacdo e caracterizagdo molecular do género Dioscorea,
com base na andlise bibliométrica, de avaliar o efeito da sacarose, de espectros de luz e de
reguladores de crescimento na tuberizacdo in vitro de inhame para subsidiar a elaboracao de
protocolos de producao de microtubérculos e de avaliar a diversidade genética de genotipos de
Dioscorea sp. provenientes de alguns estados do nordeste brasileiro, por meio das
caracterizagcdes morfoldgica e molecular.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da cultura

O inhame (Dioscorea sp.) ¢ uma hortalica tuberosa conhecida popularmente no Brasil
como card, card-da-costa, inhame-da-costa e inhame-de-sdo-tomé. O género Dioscorea
pertence a familia Dioscoreaceae e possui mais de 600 espécies. No Brasil, ocorrem cerca de
130 espécies desse género (Souza e Lorenzi, 2012), dentre as quais 14 espécies produzem
tubérculos comestiveis que sdo exploradas comercialmente (Pedralli, 2002). As principais
espécies cultivadas no Brasil sdo Dioscorea alata, D. cayennensis, D. rotundata, D. esculenta
e D. trifida, todas destinadas a alimentagdao humana (Ferreira, 2011).

As espécies do género Dioscorea estdo distribuidas na Africa, Asia, América do Sul,
Caribe e nas ilhas do Pacifico Sul. Os possiveis centro de origem desse género sio: Africa
Ocidental, sudeste da Asia e América tropical. Diferentes espécies do género Dioscorea podem
ter diferentes regides de origem (Andres et al., 2017). Acredita-se que as espécies D. alata e D.
esculenta sdo originarias da India Central, D. cayennensis ¢ D. rotundata da Africa e D. trifida
das Américas Central e Sul (Carvalho et al., 2009).

E uma planta monocotileddnia, herbacea e trepadeira (FIGURA 1A) (Santos et al.,
2002), além de ser diodica, com flores masculinas e femininas produzidas em plantas diferentes
(Norman et al., 2020). As flores nascem em espigas axilares (FIGURA 1B) e os gendtipos
masculinos com flores que geralmente superam as dos femininos. As masculinas sdo sésseis,
glabras e esféricas e sdo carregadas axialmente ou terminalmente. As femininas tém cerca de
0,5 cm de comprimento; seu ovario € trilocular, sendo cada l6culo com 2 a 3 dvulos e localizado
abaixo da corola (Mondo ef al., 2020). Em condi¢des ideais ocorre o florescimento e, quanto
ao sistema reprodutivo, ¢ uma espécie predominantemente alogama (Monteiro e Peressin,
2002).

FIGURA 1 - Planta herbacea e trepadeira de inhame (A) e florescimento (B). Fonte: Arquivo
pessoal

Os frutos sdo capsulas deiscentes (Monteiro e Peressin, 2002), sendo que apenas uma
pequena propor¢do apresenta sementes férteis (Girma et al., 2019). A semente de inhame
consiste em um pequeno embrido cercado por um endosperma. Algumas sementes de espécies
de inhame, como D. rotundata, ficam dormentes por um longo periodo (3-4 meses) apds a
colheita. Outras, como as de D. alata, ndo apresentam dorméncia e podem germinar
imediatamente apos a secagem (Mondo ef al., 2020). A germinagdo comega dez dias apos a
semeadura e pode durar um més (Darkwa et al., 2020).

Infelizmente, na maioria das vezes, as variedades que apresentam as caracteristicas mais
desejaveis sao aquelas que ndo florescem (Lebot, 2009). Devido a dificuldade de florescimento
em cultivos comerciais, a principal forma de propagacao da cultura adotada pelos produtores €
a vegetativa, feita por meio de tuberas-semente (Borges-Garcia et al., 2018).



O numero basico de cromossomos para as espécies do género Dioscorea € x=10, sendo
comum a ocorréncia de poliploidia em cultivos comerciais (Paul e Debnath, 2019). Em trabalho
realizado com D. alata, verificou-se que as formas mais comuns foram as diploides, seguidas
das triploides e tetraploides. Essa maior ocorréncia de diploides pode ser explicada pela baixa
ocorréncia de autopoliploidiza¢do, somada ao florescimento erratico dos diploides (Sharif et
al., 2020).

A cultura apresenta quatro estadios de desenvolvimento. O primeiro ¢ o de dorméncia
fisiologica das tuberas-semente, fase que se caracteriza pelo nao surgimento de brotacdo, com
duracdo de 30 a 150 dias (Santos, 2008). O estadio vegetativo compreende o periodo de
brotagdo ao inicio do florescimento, com duracao de 80 a 180 dias (Santos et al., 2007). O
reprodutivo vai do inicio da floragdo, aos 180 dias, a secagem das flores, aos 210 dias do plantio.
Nele, ocorre a maturagdo parcial do tubérculo, que pode ser colhido para fim comercial
(Oliveira et al., 2011). O estadio fisioldgico de maturagdo vai do término da floragdo a colheita,
dos 210 a 300 dias apos o plantio, sendo caracterizado pelo murchamento e secagem do caule,
ramos e folhas das plantas (Andres et al., 2017).

O plantio de inhame ¢ feito em camalhdes e, no Nordeste, o plantio de sequeiro ¢
realizado entre os meses de fevereiro e margo. Os principais tratos culturais para condugdo de
cultivos comerciais de inhame sdo o tutoramento, controle de plantas infestantes, adubacao e
calagem e controle de pragas e doencas (Santos et al., 2007).

Em relagdo a colheita do inhame, esta pode ser realizada aos 210 dias apds o plantio,
quando o objetivo € produzir inhames para a comercializacdo no periodo de entressafra e obter
as tuberas-semente pelo processo de capacao, ou aos 270 dias, quando sao produzidos apenas
inhames para a comercializagdo (Oliveira et al., 2011). Desta forma, a depender da época de
colheita, cada planta de inhame pode produzir dois tipos de tubérculos: os que sdo destinados
para o comércio (inhame comercial) e os que sdo utilizados como material propagativo (tiberas-
semente) (Peixoto Neto et al., 2000).

2.2 Importancia econdmica

A cultura do inhame ¢ a quarta cultura de hortaliga tuberosa mais importante do mundo,
ficando atras apenas da batata (Solanum tuberosum L.), mandioca (Manihote sculenta Crantz)
e batata-doce (lpomoea batatas L.) (FAO, 2021). A produgdo se destaca em paises tropicais da
Africa Ocidental, sendo os maiores produtores a Nigéria e Gana, cuja produgio representa 80%
do total produzido no mundo, com 58.687.255 t/ano e area plantada de 6.351.852 ha. O Brasil
fica na 12° posic¢ao na producao mundial e € o segundo maior produtor da América do Sul, com
uma produgdo estimada de 252.878,72 t em 2021, ficando atrds apenas da Colombia (FAO,
2021).

No Nordeste, a producao se concentra nos estados da Paraiba, Bahia, Alagoas, Sergipe,
Maranhdo e Pernambuco. Nessa regido, o cultivo do inhame apresenta importancia
socioecondmica por gerar emprego, renda e alimento para os pequenos e médios produtores
agricolas (Santos et al., 2007). Adicionalmente, a cultura ¢ fonte de minerais, carboidratos e de
vitaminas B1, B2, A e C para quem a consome (Oliveira et al., 2013).

Quanto a comercializagdo no Brasil, este ¢ vendido principalmente in natura.
Normalmente, a produ¢do ¢ destinada a feiras livres, supermercados e mercados atacadistas,
por meio de atravessadores que dominam o mercado (Mendes et al., 2013).

No que se refere ao consumo no Brasil, a utilizagdo como alimento se destaca, sendo
preparado de diferentes formas de acordo com as tradi¢cdes locais. Apresenta-se como uma
alternativa relativamente saudavel, por possuir um baixo indice glicémico (Mendes et al.,
2013). Apesar de nao ser totalmente explorado, o inhame possui potencial uso industrial como
fonte de amido, para produgdo de farinha e para produgdo de chips (Andres ef al., 2017). No
entanto, apesar da sua importancia para pequenos produtores, para a agricultura tradicional e
economias locais, a cultura do inhame ainda ¢ negligenciada no Brasil (Siqueira, 2011).
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Algumas espécies do género Dioscorea sdo utilizadas na medicina tradicional Chinesa
contra uma série de doencas, como disturbios gastrointestinais, diarreia, dor nas articulacdes e
anemia (Chen et al., 2015). As propriedades medicinais estdo relacionadas a compostos
bioativos presentes em algumas espécies deste género, que sdo utilizados pela industria
farmacéutica, como por exemplo a diosgenina (Semwal ef al., 2021). A diosgenina ¢ uma
sapogenina bioativa extraida de tubérculos pertencentes a familia Dioscoreaceae,
comercialmente utilizada na fabricacdo de hormdnios sexuais, contraceptivos orais e outras
drogas esterdides importantes (Raina e Misra, 2020).

2.3 Propagacao da cultura

A principal forma de propagagdo da cultura do inhame ¢ a vegetativa. A reprodugao
sexual ¢ dificultada devido a baixa taxa de floracdo em muitas cultivares e, quando esta ocorre,
existe assincronia entre a producao de flores masculinas e femininas (Abraham et al., 2013).

O material de plantio utilizado por produtores de inhame ¢ a tiibera-semente inteira ou
fragmentos desta (FIGURAS 2A; 2C). A utilizacdo da tibera-semente inteira proporciona uma
brotagdo mais rapida e, quando plantada, possibilita uniformidade das plantas e aumento da
produgdo de tiberas comerciais (Silva, 2002). A técnica da capacao ¢ o método mais utilizado
pelos agricultores para obtencao da tubera-semente, sendo realizado normalmente aos 210 dias
apos o plantio (Santos et al., 2007).

T ) R j
FIGURA 2 - Tuberas-semente inteiras emitindo brotagdo (A); tubera-semente obtida pelo
processo de capacao (B); fragmento de tubera-semente emitindo brotagdo (C). Fonte: Arquivo
pessoal

A técnica da capacgdo consiste em separar o tubéculo comercial da planta-mae por meio
de corte no ponto de ligamento entre a protuberancia e o tubérculo comercial, deixando no
minimo 3 a 4 raizes da planta (Santos, 2008). Depois de retirar o inhame comercial, cobrem-se
as raizes com solo para que a planta produza tubérculos menores e arredondados (tuberas-
semente) (FIGURA 2B), que poderao ser colhidos 90 dias apos a ‘capacao’ (Santos et al.,
2007). Apds colhidas, as tiberas-semente sdo armazenadas em local sombreado, livre de
excesso de umidade, com temperatura entre 25°C a 30°C, para a boa conservagao do material
propagativo. As tiberas-semente passam por esse periodo de repouso fisiologico, o qual ¢é
necessario para a quebra de dorméncia, até a emergéncia das brotagdes, quando estardo aptas
para o plantio (Santos, 2008).

Uma das desvantagens desse método de propagacao ¢ o baixo indice de velocidade de
emergéncia das brotagdes, o que gera desuniformidade de plantio. Além disso, a qualidade das
tuberas-semente pode ser afetada pela infestacdo por patdégenos como fungos, bactérias e,



principalmente, nematodides, reduzindo a produtividade da cultura. As espécies Meloidogyne
spp., Scutellonema bradys e Pratylenchus coffeae sao as que mais causam danos ao material
propagativo (Tesson, 2004). A dificuldade de obtencdo de material propagativo livre de
patogenos advém do fato de que os produtores obtém seu proprio material para plantio sem
selecionar plantas isentas de doengas ou em area com alta incidéncia de doencas (Santos et al.,
2007).

Outra problematica observada em cultivos comerciais € o alto custo de aquisicdo das
tuberas-semente, que chega a representar 55% dos custos operacionais do sistema de producdo
de inhame (Santos et al., 2021). Portanto, s30 necessarias novas pesquisas para o
desenvolvimento de alternativas viaveis visando a producao de material propagativo de inhame
de boa qualidade (Borges-Garcia et al., 2018).

Pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de buscar alternativas para a melhoria do
sistema de producdo de inhame, como a producdo de tiberas-semente por meio de sistema
adensado (Oliveira et al., 2012), técnica miniset (Andres et al., 2017), propagacao por meio do
enraizamento de estacas caulinares (Agele et al., 2010; Silva et al., 2014; Uyoh et al., 2016;
Santos et al., 2023) e cultivo in vitro (Yan et al., 2011; Suprya Das et al., 2013; Borges et al.,
2015).

2.3.1 Tuberizacdo in vitro

A micropropagacao ¢ uma alternativa para a producao de mudas de alta qualidade para
diversas espécies vegetais. Neste sistema, as plantas sdo cultivadas in vitro com meios nutritivos
adequados e sob condi¢des controladas de temperatura, luminosidade e fotoperiodo (Silva et
al., 2017). Além dessas condi¢des, também ¢ importante a suplementacdo do meio de cultura
com reguladores de crescimento, para favorecer o crescimento e multiplicagdo das plantas
(Monfort et al., 2012). Esta técnica permite a propagacao de material livre de patdogenos e virus
(cultura de meristemas), além de facilitar a multiplicagdo de espécies de dificil propagacao
vegetativa in vivo (Silva et al., 2015; Copatti et al., 2016).

O cultivo in vitro permite também a indugao de tuberizagdo de espécies que apresentam
orgdos de armazenamento. Este processo consiste na obtencdo de tubérculos em condi¢des a
partir de explantes nodais e/ou apicais (FIGURAS 3A; 3B e 3C) (Ovono et al., 2010). A indugao
da microtuberizagdo pode ser influenciada pelo uso de reguladores de crescimento, tipo de meio
de cultivo, temperatura, fotoperiodo, pela fonte de carboidrato e pelo espectro de luz utilizado.

FIGURA 3 - Tuberizagdo in vitro de inhame a partir de explantes nodais (A e B);
microtubérculos (C). Fonte: arquivo pessoal

Os hormonios vegetais sdo reportados como substancias que podem promover a indugao
da tuberizagdo, assim como inibir este processo. Entre eles, as giberelinas tém sido associadas
como regulador negativo da tuberizacdo de batata, visto que o estimulo a sua producdo inibe
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este processo. O acido abscisico pode ser considerado um hormonio promotor da tuberizacao
em batata (Kerbauy, 2019). Em D. alata, o é4cido abscisico e o acido naftalenoacético
estimularam o crescimento de microtubérculos (John ef al., 1993).

As citocininas sdo importantes para o estimulo das divisdes celulares, que constituem
uma das primeiras alteragdes morfoldgicas do processo de tuberizagdo. Sob condigdes
favoraveis a inducdo de tuberizagdo in vitro, a aplicagdo exogena de citocinina resultou na
formagao de tubérculos em plantas de batata (Kerbauy, 2019).

O efeito de 6-benzilaminopurina (BAP), acido 1-naftaleno-acético (ANA) e cinetina na
forma¢ao de microtuberas de D. deltoidea foi avaliado por Nazir et al., (2022). O BAP ¢
cinetina permitiram a divisao celular, enquanto a auxina ANA regulou o crescimento vegetativo
e de 6rgdos. O maior nimero de microtubérculos foi produzido em meio de cultivo contendo
0,9 mg.L"! de BAP.

O é4cido jasmonico (JA) também parece estar relacionado ao processo de tuberizacao.
Em plantas de D. alata, D. rotundata e D. cayenensis, cultivadas in vitro, a suplementagdo com
JA favoreceu o processo de microtuberizacdo (Jasik e Mantell, 2000). A melhoria da
tuberizacao de espécies do género Dioscorea em meio suplementado com acido jasmdnico ¢
provavelmente o resultado de modificacdes morfogenéticas que ocorrem durante os estagios
iniciais da formagao das microtiberas. Com uma semana de cultivo em meio suplementado
com 10 pM de JA ,a protuberancia axilar, considerada como a primeira evidéncia morfoldgica
da formacao de microtuberas, tornou-se visivel, enquanto que, quando cultivada em meio sem
este hormonio, esta tornou-se visivel apds trés semanas (Bazabakana et al., 2003).

Além dos hormodnios vegetais, outros fatores contribuem na regulagdo da tuberizagao,
como a concentracao de carboidratos. O aumento da fonte de carboidrato no meio de cultivo
pode influenciar a inducdo da microtuberizagdo em espécies do género Dioscorea. Em D.
nipponica, a sacarose (7%) foi o constituinte do meio de cultivo que favoreceu
significativamente o desenvolvimento da microtubera (Chen et al., 2007). Em D. alata, o maior
nimero de microtiberas por explantes foi observado com o aumento da concentragdo de
sacarose (6 e 8%) no meio de cultivo. A utiliza¢do de niveis de sacarose entre 6 e 8% retardaram
o crescimento de brotos e aumentaram a formagao de microtubérculos em explantes (Corria et
al.,2004).

As plantas absorvem varios espectros de luz através dos fotorreceptores e do sistema
sensorial do fitocromo, que esta presente nos Orgaos fotossintéticos. A morfogénese € o
crescimento de microtubérculos em batatas também sdo influenciados pelo comprimento de
onda e duragdo da luz (Kerbauy, 2019). O fotoperiodo desempenha um papel essencial na
formagao e crescimento de tubérculos em inhame. Dias longos promovem o desenvolvimento
vegetativo da parte aérea, folhas e caules, enquanto dias curtos promovem a senescéncia das
folhas e o aumento do volume do tubérculo (Lebot, 2009).

Os comprimentos de onda de cores diferentes t€m um papel especifico no crescimento
e desenvolvimento das plantas. Os pigmentos absorvem luz numa faixa do espectro visivel,
entre 400 e 700 nm. A qualidade da luz pode estimular mudangas na morfologia ¢ no
desenvolvimento, que sdo detectados por fitocromos que podem otimizar respostas das plantas,
por exemplo, a germinacao de sementes, floracao e tuberizagao (Rehman et al., 2017).

Fitocromos sdo fotorreceptores que absorvem as luzes vermelha e vermelho-distante
mais fortemente (600-750 nm), mas também absorvem a luz azul (350-500 nm). Todas as
mudancas nas plantas reguladas por fitocromos iniciam com a absor¢do da luz pelo
fotorreceptor. Apds a absorcao da luz, as propriedades moleculares do fitocromo sao alteradas,
afetando a interacdo da proteina do fitocromo com outros componentes celulares, o que provoca
as mudangas no crescimento, no desenvolvimento ou na posi¢ao de um 6rgao (Taiz et al., 2017).

A via de tuberiza¢do ¢ regulada por receptores de luz vermelha, fitocromo A/B e
receptor de luz azul, criptocromos (Kerbauy, 2019). Os espectros de luz vermelha e azul foram
reconhecidos como fatores de controle para indugdo e crescimento de microtubérculos em
batata (Cope et al., 2014). A combinacao de 30% de luz LED vermelha + 70% azul diminuiu o



periodo de indugdo de tubérculos e aumentou significativamente o nimero e o rendimento de
tubérculos em comparagao a exposi¢ao ao escuro completo ou a luz branca. A luz vermelha foi
relatada como afetando a sintese de aguicar soluvel e amido nas folhas (Li ef al., 2017) e a luz
azul como indutora de acticar ¢ amido na tuberizacao de batata sob condi¢des de crescimento
in vitro (Li et al., 2019).

Plantas de batata cultivadas em espectro vermelho produziram o maior nimero de
tubérculos, de tamanho pequeno. A maior massa fresca e seca foi observada ao utilizar 65% de
luz vermelha + 35% de luz azul e 35% de luz vermelha + 20 % de luz verde (Chen ef al., 2020).
Isso torna a luz um dos principais sinais ambientais que determinam o rendimento dos
tubérculos (Plantenga et al., 2016).

2.4 Diversidade genética

Individuos de uma mesma espécie ndo sdo geneticamente idénticos, apresentando
sequencias de DNA que diferem e formam a diversidade genética de uma espécie (Ellegrem e
Galtier, 2016). Esta diversidade ¢ uma fonte fundamental de biodiversidade (Hughes et al.,
2008) e ¢ importante para a evolugdo e conservagao das espécies (Ellegrem e Galtier, 2016),
além de constituir a base para a selecdo e para o melhoramento genético de plantas (Rao e
Hodgkin, 2002).

O conhecimento da diversidade genética em espécies vegetais tem se tornado importante
para que ela possa ser conservada e utilizada. Também ¢ importante para gerenciar o
germoplasma conservado (Rao e Hodgkin, 2002). A diversidade ¢ a base bioldgica para
producao de alimentos e o seu conhecimento torna-se um meio para enfrentar desafios futuros
nos sistemas de producao (Ramalho et al., 2012).

No Brasil, os agricultores familiares t€ém sofrido com pressdes econdmicas, tais como o
avango de monocultivos e falta de investimos dos setores publicos e privado, que provocaram
uma reducao das atividades agricolas, levando a uma perda da diversidade genética das espécies
de inhame (Siqueira, 2011). Neste sentido, ha uma necessidade de estudos para verificar os
danos causados por essas pressdes para estimar a diversidade genética que ¢ gerida por esses
agricultores e desenvolver estratégias para a conserva¢do e manutengdo de variedades
tradicionais, que sao uma importante fonte de alelos para varias caracteristicas agronomicas
desejaveis, tais como resisténcia a pragas e patdgenos e tolerancia aos fatores abidticos
(Nascimento et al., 2015).

A diversidade genética pode ser avaliada por meio de marcadores morfologicos e
moleculares e varios parametros podem ser utilizados para estimar a diversidade existente, tais
como similaridade e dissimilaridade genética, frequéncias alélicas, porcentagem de locus
polimorficos, heterozigozidade observada e esperada, nimero de alelos observados por loco,
numero efetivo de alelos, diversidade genética de Nei e indice de Shannon.

2.4.1 Caracterizagdo morfologica

Um marcador morfoldgico € um fenotipo de facil identificagao (Ramalho ef al., 2012).
Este foi o primeiro tipo de marcador a ser utilizado e ainda hoje ¢ empregado no melhoramento
genético convencional (Turchetto-Zolet et al., 2017). Nos estudos, normalmente sao escolhidos
descritores morfoldgicos e agrondmicos ja estabelecidos para a cultura do inhame (Silva, 2012).
Caracteristicas como forma, tipo, cor, comprimento e largura de folha; comprimento do peciolo;
florescimento; numero, comprimento, largura, cor e forma do tubérculo; hébito de crescimento
e altura de planta sao utilizadas em estudos de diversidade genética de espécies pertencentes ao
género Dioscorea (Sonibare et al., 2010; Nudin ef al., 2017; Wu et al., 2019; Adewumi et al.,
2021).

Por meio da caracterizagdo morfologica, foi possivel dividir 100 acessos de D. alata em
dois grupos distinto. No grupo 1, foram agrupados os acessos que possuiam raizes tuberosas
longas, alto rendimento, apresentavam tolerancia ao virus do mosaico do inhame e a antracnose.
No grupo 2, os acessos apresentaram raizes tuberosas pequenas, baixo rendimento e eram



suscetiveis ao virus do mosaico do inhame e a antracnose (Agre ef al., 2019). Foi encontrada
uma alta diversidade morfoldgica entre 142 variedades de D. alata utilizando 16 descritores
morfoldgicos, tais como forma e cor da folha, cor do peciolo, cor da polpa do tubérculo e
floragdo, sendo considerados eficazes para distinguir as variedades (Wu et al., 2019).

Os descritores morfologicos sd3o muito utilizados, entretanto, podem apresentar
problemas de baixa eficiéncia no diagnoéstico de avaliagcdo da variabilidade disponivel (Silva et
al., 2013). Isso ocorre pois a variabilidade fenotipica encontrada em uma determinada espécie
pode ser de duas origens: devido ao ambiente e devido a diferengas genéticas (Carneiro, 2013).
Uma solugdo para este problema ¢ a combinagdo da caracterizacdo morfoldgica com a
caracterizacdo molecular, para melhor avaliar a diversidade genética existente (Agre et al.,
2021).

2.4.2 Caracterizacdo Molecular

Os marcadores moleculares fornecem um alto numero de informagdes ao longo do
genoma, sendo utilizados para detectar e explorar o polimorfismo do DNA (Turchetto-ZoleT et
al., 2017). Como desvantagem da sua utilizagdo, pode-se citar o alto custo para executar as
técnicas laboratoriais exigidas, quando comparados com marcadores bioquimicos e
morfologicos (Ramalho et al., 2012).

Estudos com marcadores moleculares foram realizados para caracterizar a diversidade
genética de varias espécies de inhame. O marcador SSR (Simple Sequence Repeat) foi usado
em estudo de diversidade genética de D. cayenensis (Loko et al., 2017) e de nove espécies do
género Diocorea (Padhan et al., 2019). J4 o RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA) foi
utilizado em estudo de diversidade genética de D. alata (Rao et al., 2020). Os marcadores AFLP
(Amplified Fragment Leght Polymorphism), RAPD e SSR foram utilizados para caracterizagao
de germoplasma de D. rotundata (Mignouna et al., 2002). A diversidade genética de D. hispida
foi caracterizada utilizando o marcador ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) (Nudin et al.,
2017).

O marcador ISSR consiste na amplificacdo de segmentos de DNA localizados entre duas
regides microssatélites idénticas. Utiliza um unico primer desenhado com base nas sequéncias
repetidas dos microssatélites na extremidade 5’ com alguns nucleotideos extras na extremidade
3’ (Turchetto-Zolet et al., 2017). A técnica surgiu em funcao da dificuldade de gerar os primers
especificos para amplificar os SSR (Guimaraes et al., 2009). A vantagem de utilizagdo desse
marcador € que seus primers sdo universais, possui alta reprodutibilidade, alto grau de
polimorfismo e simplicidade, pois ¢ baseado em PCR (Polymerase chain reaction). A
desvantagem ¢é que ele apresenta heranga dominante e as varias bandas derivadas de um primer
podem ser oriundas de diferentes locos, dificultando o seu uso nos trabalhos de mapeamento
(Turchetto-Zolet et al., 2017).

O marcador SSR consiste em repeticdoes de sequéncias de dois a seis nucleotideos,
ocupando uma extensdo de até 100 pares de bases. E um marcador multialélico e codominante,
fornecendo um elevado nivel de informagao genética por loco; possui alta reprodutibilidade,
loco-especifico e simplicidade (baseado em PCR). Porém, necessita de biblioteca genomica, de
1solamento e desenvolvimento de primers especificos para cada espécie (Turchetto-Zolet et al.,
2017).
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4. ARTIGO 1
PROPAGACAO E ANALISE MOLECULAR EM DIOSCOREA: UMA REVISAO
BIBLIOMETRICA

Artigo formatado de acordo com as normas do periodico South African Journal of Botany
(Submetido)

RESUMO

As espécies do género Dioscorea destacam-se pelo seu valor nutritivo e pela producdo de
compostos bioativos que sdo utilizados pela industria farmacéutica. O presente estudo buscou
compreender o estado da arte na area de propagacdo e caracterizagdo molecular do género
Dioscorea com base na andlise bibliométrica. A bibliometria foi a ferramenta metodologica
basica utilizada e os dados foram prospectados nas bases Scopus® e Web of Science™. Foram
analisadas 69 publicagdes sobre propagacdo do género Dioscorea. A média de publicacdo por
ano foi de 4,69, com maior numero de publicacdes observadas no ano de 2011 e a taxa de
crescimento anual de 4,25%. Os temas mais desenvolvidos foram aqueles relacionados a
propagacao por meio do cultivo in vitro. Foram analisadas 44 publicacdes sobre caracterizagao
molecular do género Dioscorea. A média de publicacdo foi de 5,37, com maior nimero de
publica¢des observadas no ano de 2017 e taxa de crescimento anual de 7,11%. Os temas mais
importantes estavam relacionados a diversidade e estrutura genética de espécies do género. Esta
revisdo mapeia os estudos existentes e identifica lacunas no campo de pesquisa sobre a
propagacdo e caracteriza¢do molecular de espécies do género Dioscorea.

Palavras-chave: Cultura de tecidos, diversidade genética, germoplasma, Bibliometrix.

ABSTRACT

Species of the genus Dioscorea stand out for their nutritional value, being used in food or to
produce bioactive compounds that are used by the pharmaceutical industry. The present study
sought to understand the state of the art in propagation and molecular characterization of the
genus Dioscorea, based on bibliometric analysis. Bibliometrics was the basic methodological
tool used and the data was searched in the Scopus® and Web of ScienceTM databases. 69
publications on the propagation of the genus Dioscorea were analyzed. The average number of
publications per year was 4.69, with the highest number of publications observed in 2011 and
an annual growth rate of 4.25%. The most developed themes were those related to propagation
through in vitro cultivation. 44 publications on molecular characterization of the genus
Dioscorea were analyzed. The publication average was 5.37, with the highest number of
publications observed in 2017 and an annual growth rate of 7.11%. The most important topics
were related to the diversity and genetic structure of species in the genus. This review maps
existing studies and identifies gaps in the field of research on the propagation and molecular
characterization of species of the genus Dioscorea.

Keywords: Tissue culture, genetic diversity, germplasm, Bibliometrix.

4.1. Introducao

O género Dioscorea, pertencente a familia Dioscoreaceae, que inclui mais de 600
espécies de inhame, muitas selvagens, apresentando diferentes finalidades (Souza e Lorenzi,
2012). E cultivado principalmente na Africa Ocidental e na Asia, distribuido na Africa, América
do Sul, Caribe e nas ilhas do Pacifico Sul (Andres et al., 2017). A producao mundial do género
¢ de 72,6 milhdes de toneladas, com destaque para os paises da Africa Ocidental, sendo que
Nigéria, Gana e Costa do Marfim detém 86% da producao mundial (FAO, 2020).
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A cultura apresenta importancia para a seguranca alimentar e para geracdo de renda de
diferentes paises da Africa Ocidental (Asiedu e Sartie, 2010), ¢ ¢ uma fonte de minerais,
carboidratos de baixo indice glicEémico, vitaminas e fibras (Akinola et al., 2019). Além disso,
algumas espécies do género Dioscorea possuem compostos bioativos que sdo utilizados na
medicina tradicional contra uma série de doengas (Semwal et al., 2021). Um exemplo ¢ a
diosgenina, que ¢ extraida de tubérculos de Dioscorea deltoidea, Dioscorea composite e
Dioscorea floribunda, e apresenta importancia comercial devido a sua utiliza¢do na fabricagao
de hormonios sexuais, contraceptivos orais € outras drogas esterdides importantes (Raina e
Misra, 2020).

A propagacao desta cultura ¢ feita convencionalmente por meio de tubérculos-semente,
que podem ser plantados inteiros ou seccionados em pedagos menores (Andres et al., 2017).
Esse meio de propagacao apresenta uma baixa taxa de multiplicagdo, problemas fitossanitarios
(Borges-Garcia et al., 2018) e alto custo de aquisi¢do do tubérculo-semente (Andres et al.,
2017). Desta forma, existe a necessidade de se buscar métodos alternativos para a propagacao
da cultura do inhame visando solucionar os problemas advindos da baixa disponibilidade de
material propagativo, principalmente em escala comercial (Aighewi et al., 2021).

Pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de buscar alternativas para a melhoria do
sistema de produ¢do de inhame, como a producdo de tiberas-semente por meio de sistema
adensado (Oliveira et al., 2012), uso de diferentes reguladores de crescimento para a quebra da
dorméncia de tubérculos-semente (Hamadina e Craufurd, 2015), cultivo in vitro (Yan et al.,
2011; Das et al., 2013; Borges-Garcia et al., 2015) e enraizamento de estacas caulinares (Agele
etal., 2010; Silva et al., 2014; Uyoh et al., 2016; Santos et al., 2023).

As espécies do género Dioscorea sdo classificadas como didicas e apresentam pouca
producao de flores, o que acarreta em uma recombinacao génica limitada (Wu et al., 2019) e,
consequentemente, na adog¢do predominante da propagacdo vegetativa. Dessa forma, a
caracterizacdo molecular surge como uma ferramenta importante para 0 manejo € conservagao
para o desenvolvimento de novas variedades de Dioscorea (Owiti et al., 2023), que pode ser
feita utilizando diferentes marcadores moleculares (Massawe e Temu, 2023). Como exemplo,
para a caracterizagdo genética de D. cayenensis (Loko et al., 2017) e de nove espécies do género
Diocorea (Padhan et al., 2019), foram utilizados os marcadores SSR (Simple Sequence Repeat);
os marcadores RAPD (Randomly amplified polymorphic) para a caracterizacdo de D. alata
(Rao et al., 2020); os marcadores AFLP (Amplified Fragment Leght Polymorphism), RAPD e
SSR para a caracterizagdo de germoplasma de D. rotundata (Mignouna et al., 2002); e os ISSR
(Inter Simple Sequence Repeat) para a caracterizagdo de D. hispida (Nudin et al., 2017).

Diante do exposto, ¢ importante mapear os estudos existentes dentro das tematicas de
propagacao e caracterizacao molecular das espécies do género Dioscorea, com o objetivo de
identificar possiveis lacunas nestes campos de pesquisa.

A analise bibliométrica permite a identifica¢ao de indicadores confiaveis para a avaliagao
da produgdo cientifica de um campo especifico (Wang et al., 2022). Para isso, sdo obtidos um
conjunto de metadados cientificos, que sdao utilizados como fontes das informagdes cientificas
e submetidos a ferramentas (software) de andlise de dados (Vasconcelos, 2014). Assim, este
estudo buscou compreender a estrutura das pesquisas publicadas na area de propagacgdo e
caracterizacdo molecular do género Dioscorea, com base na andlise bibliométrica. Foram
abordadas as seguintes questdes: 1 — Quais autores, periddicos, paises e afiliagdes sao mais
produtivos em cada tema; 2 — Quais sdo os temas mais desenvolvidos e importantes em cada
campo da pesquisa.
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4.2. Material e Métodos

4.2.1. Prospeccdo cientifica

Os dados utilizados no presente estudo foram prospectados nas bases cientificas Scopus®
e Web of Science™. O Scopus® ¢ um dos produtos disponibilizados pela Elsevier, que oferece
maior cobertura de dados interdisciplinares de resumos e citagdes. Abrange mais de 87 milhdes
de documentos e mais de 1,8 bilhdes de referéncias citadas (Elsevier, 2023). O Web of
Science™ é um produto da Clarivate, que oferece mais de 1,7 milhdes de registros, em mais de
254 categorias de ciéncias, ciéncias sociais, artes ¢ humanidade (Clarivate, 2023).

4.2.2. Propagacao do género Dioscorea

O levantamento bibliografico foi realizado em novembro de 2022 com os termos
“Dioscorea” e “propagation”, os quais foram prospectados no titulo, resumo e palavras-chave
dos artigos cientificos no Scopus 'e no Web of Science?. Os critérios de inclusdo foram: ano de
publicagdo entre 2000 e 2022 e artigos que continham ambos os termos prospectados no titulo,
resumo e/ou palavras-chave. Os critérios de exclusao foram ano de publicacao anterior a 2000
e publicagoes fora do tema (Figura 1).

4.2.3. Caracterizagdo molecular do género Dioscorea

O levantamento bibliografico foi realizado em maio de 2023, com os termos “Dioscorea”
e “molecular markers”, prospectados no titulo, resumo e palavras-chave dos artigos cientificos
no Scopus® e no Web of Science*. Os critérios de inclusdo foram: ano de publicacio entre 2000
e 2023 e artigos que continham ambos os termos prospectados no titulo, resumo e/ou palavras-
chave. Os critérios de exclusao foram ano de publicagdo anterior a 2000 e publicagdes fora do
tema (Figura 2).

4.2.4. Andlise dos dados

Os dados de cada base foram exportados no formato BibTex e, com o auxilio do pacote
bibliometrix (Aria e Cuccurullo, 2017) para R, combinados como um unico conjunto de dados
ap6s remocao dos arquivos duplicados, o qual foi utilizado para a realizagdo das analises
descritas a seguir. As analises foram realizadas de forma independente para os dois temas
propostos, “propagacao” e “caracterizacdo molecular” do género Dioscorea.

A avaliacdo da produgdo cientifica foi realizada por meio do numero de artigos sobre os
temas, ano de publica¢do, média de publica¢dao por ano, taxa de crescimento e periddicos que
mais publicaram sobre os temas.

A analise da qualidade das publicacdes foi realizada utilizando os indicadores
bibliométricos: total de publicagdes, total de citagdes recebidas e total de citagdes por ano.
Finalmente, a contribui¢do dos autores foi avaliada pelos indicadores: nimero de autores,
colaborac¢do dos autores e autores mais produtivos.

Os paises e as afiliagdes que mais contribuiram com publicacdes sobre os temas foram
identificados e a estrutura social foi avaliada pelo mapa mundial de colaboragdes, para o qual
foi considerado pelo menos uma colaboragdo entre autores de diferentes paises. A estrutura
conceitual foi avaliada por meio de mapeamento tematico, que permite a visualizagdo de quatro

' TITLE-ABS-KEY (dioscorea) € TITLE-ABS-KEY (propagation), PUBYEAR > 1999 ¢ PUBYEAR < 2023.

2 https://www.webofscience.com/wos/woscc/summary/ccb608c1-e3fa-4a2a-ae7d-9d5da24c437b-
60473da3/relevance/1

3 https://www.scopus.com/results/results.uri?sort=plf-
f&src=s&st1=Dioscorea&st2=Molecular+markers&sid=1266355f32408d1b010f25d0fd86e3 14 &sot=b&sdt=cl&
sI=63&s=%28TITLE-ABS-KEY%28Dioscorea%29+AND+TITLE-ABS-
KEY%?28Molecular+markers%29%29&origin=resultslist&editSaveSearch=&yearFrom=2000&yearTo=2023&s
essionSearchld=1266355{32408d1b010125d0fd86e3 14&limit=10&cluster=scosubtype%2C%22ar%22%2Ct

4 https://www.webofscience.com/wos/woscc/summary/5fc08976-d39a-4407-8148-8736ald1b2e3-
b31ealla/date-descending/1
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tipos diferentes de temas com base na densidade e centralidade. As analises supracitadas foram
realizadas com o auxilio do pacote bibliometrix (Aria e Cuccurullo, 2017) para R (R Core
Team, 2022).

4.3. Resultados

4.3.1. Prospeccdo cientifica sobre os métodos de propagacao do género Dioscorea

Para os termos de busca utilizados, foram obtidos 160 artigos nas bases de dados Web of
Science (72) e Scopus (88). Destes, 24 (Web of Science) e 37 (Scopus) ndo se enquadravam no
objetivo da pesquisa. Foram excluidos 30 artigos duplicados, restando um total de 69 artigos
publicados entre 2000 e 2022. As publicagdes sobre propagagcdo do gé€nero Dioscorea
apresentaram uma média de publicacdo por ano de 4,69. O maior numero de publicagcdes
ocorreu no ano de 2011, com um total de 10 artigos cientificos. A taxa de crescimento anual foi
de 4,25%. O total de citagdes recebidas foi de 7,087 e o total de citacdao anual foi de 0,9385.

Os artigos foram publicados em 53 periddicos. Os trés periddicos que apresentaram maior
numero de documentos sobre o tema da pesquisa foram Plant Cell Tissue and Organ Culture,
South African Journal of Botany e Chinese Traditional and Herbal Drugs, com 7, 4 e 3 artigos
publicados, respectivamente.

Os artigos foram escritos por 251 autores, com autoria multipla observada em 94,2 % dos
artigos. Com relacdo a colaboracao dos autores, houve em média 4 autores por artigo e 4,13
coautores por artigo. Os autores mais produtivos foram Hong S (4 artigos), Yin M (4), Asiedu
R (3), Cabrera JM (3), Dey A (3), Kumar A (3), Adeniran A (2), Aighewi B (2), Balogun M (2)
e Behera K (2).

A India, com 12 artigos, foi o pais que mais contribuiu com publicagdes sobre propagagio
do género Dioscorea, seguido pela Nigéria (9 artigos), China (8), Cuba (5), Brasil (4), Franca
(4), Japdo (3), Reino Unido (3), Estados Unidos (3) e Coréia (2). A India também foi o pais que
mais fez colaboragoes (5).

As afiliagdes mais produtivas foram: International Institute of Tropical Agriculture (14
artigos), Lovely Professional University (7), University of Ibadan (5), Chaudhary Charan Singh
Haryana Agricultural University (4), Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales (4),
Penn State University (4), Presidency University (4), University of Reading (4), CSIR — Indian
Institute of Integrative Medicine (3), e Jiwaji University (3). Das dez afiliagdes supracitadas,
cinco estdo localizadas na India, duas na Nigéria, uma em Cuba, uma nos Estados Unidos e
uma no Reino Unido.

As palavras-chave utilizadas pelos autores que apareceram com maior frequéncia foram
micropropagacao (10 artigos), inhame (7), Dioscorea (6), diosgenina (6), Dioscorea alata (5),
Dioscorea rotundata (5), propagagdo in vitro (5), regeneragdo (5), cultura de tecidos (5) e
propagacao (4). Foram identificados oito grupos distintos de coocorréncia de palavras-chave
(Figura 3). O grupo vermelho foi composto pelas palavras micropropagacdo, regeneragdo e
inhame; o grupo verde por Dioscorea, propagagao in vitro € 0zO0nio; o grupo rosa por bulbo
adventicio, calos e Dioscorea zingiberensis; o grupo roxo por diosgenina, fidelidade genética e
hptlc — High Performance Thin Laver Chromatography; o grupo cinza por cultura de tecidos,
segmento nodal e regeneracdo de parte aérea; o grupo azul por semente de inhame e Dioscorea
rotundata; o grupo laranja por tubérculo e propagacdo e o grupo marrom por microtubérculo e
nodal.

Nos estudos com propagacao do género Dioscorea, os temas mais desenvolvidos na
literatura (temas motores — quadrante superior direito) (Figura 4) foram: 1 — temas relacionados
ao cultivo in vitro; 2 — planta (rapida multiplicagdao de plantas; regulador de crescimento de
plantas; planta medicinal; propagacao de planta) e 3 — propagagdo, relacionadas as diferentes
formas de propagacgao da cultura.

Os temas especializados e de carater periférico (quadrante superior esquerdo) (Figura 4)
formaram trés grupos: 1 — cultura de tecidos, técnicas para multiplicagdo em escala comercial
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da cultura; 2 - agente gelificante, termo relacionado a avaliagdo de amido de mandioca como
agente gelificante do meio de cultivo (Nkere et al., 2011); 3 — a espécie Dioscorea alata, com
pesquisas relacionadas ao tipo de explantes e uso de reguladores de crescimento (Shah and Lele,
2012), sistema de cultivo (Jova et al., 2011a), avaliacdo da fidelidade genética, uso de
marcadores moleculares (Marin et al., 2012) e manejo de tubérculos-semente no plantio (Cornet
et al., 2016).

Os temas emergentes ou decrescentes (quadrante inferior esquerdo) que sdo
desenvolvidos de maneira fraca e marginal (Figura 4) formaram 3 grupos: 1 — Dioscorea
rotundata, com pesquisas relacionadas a agente gelificante do meio de cultivo (Nkere et al.,
2011), diferentes meios de cultivo (Santos et al., 2022), criotratamento e regeneracao de mudas
(Ita et al., 2020), avaliacdo da microtuberizacdo (Ovono et al., 2010), embriogénese somatica
(Manoharan et al., 2016), avaliacdo de praticas de plantio (Cornet et al., 2016) e uso de
inibidores de giberelina para induzir brotagdo em tubérculo (Shiwachi et al., 2003); 2 -
Dioscorea bulbifera L., pesquisas que abordavam protocolo de micropropagacao (Manjunatha
et al., 2013; Bhat et al., 2022), inducdo in vitro de microtubérculos, quantificagdo de compostos
fenolicos e avaliagdo da fidelidade genética (Adeniran et al., 2018) e estudo da epiderme foliar
de plantas micropropagadas (Sonibare and Adeniran, 2014); 3 — temas relacionados ao
segmento nodal utilizado para micropropagagao do inhame.

Os temas basicos (quadrante inferior direito) sdo importantes para as pesquisas
relacionadas a propagacao de espécies do género Dioscorea, mas nao sao bem desenvolvidos
(Figura 4) e formaram 3 grupos: 1 — micropropagacao, termo utilizado para plantas propagadas
por meio da técnica de cultura de tecidos; 2 — inhame, a cultura objeto deste estudo e 3 -
Dioscorea.

Na Tabela 1, observa-se um resumo dos principais temas de pesquisas sobre propagacao
do género Dioscorea. Os artigos abordaram principalmente temas relacionados a cultura de
tecidos (89,8%), buscando estabelecer e/ou melhorar protocolos para a micropropagagdo da
cultura. No geral, buscou-se definir protocolos para desinfestacdo (Jova e Gonzalez, 2014;
Ramirez et al., 2020), agente gelificante (Nkere et al., 2011), meios de cultivo (Kadota e Niimi,
2004; Bernabé-Antonio et al., 2012; Santos et al., 2022), fotoperiodo (Vaillant et al., 2005),
sistemas de cultivos (Jova et al., 2011a; Yan et al., 2011), diminuigdo da oxidagdo fendlica (Yan
et al., 2011), defini¢do de reguladores de crescimento nas diferentes etapas do cultivo in vitro
(Souza et al., 2011; Anike et al., 2012; Shah e Lele, 2012; Bhat et al., 2022) e microtuberizagao
(Cabrera et al., 2011; Adeniran et al., 2018; Lee et al., 2018).

Além disso, foram prospectados documentos com o estabelecimento de protocolos para
embriogénese somatica (Manoharan et al., 2016), criopreservagdo e limpeza clonal (Shin et al.,
2013; Ita et al., 2020), avaliacdo da fidelidade genética de plantas micropropagadas
(Jekayinoluwa et al., 2019), avaliagdo da producdo de metabdlitos e compostos bioativos in
vitro, atividades oxidantes e bioquimicas (Kumar et al., 2017), anatomia foliar das plantas
micropropagadas (Marin et al., 2012; Sonibare and Adeniran, 2014) e producdo de sementes
sintéticas (Huang et al., 2015).

O desenvolvimento de protocolos para a melhoria do sistema tradicionalmente utilizado
pelos agricultores foi observado por meio de estudos relacionados ao manejo ideal do tubérculo-
semente, abordando-se o estado antes do plantio (pré-brotado ou ndo), a data de plantio e o peso
(Cornet et al., 2016), o tamanho e os espagamentos (Okamoto et al., 2000) e a redugdo do
periodo de dorméncia (Shiwachi et al., 2003). Outros estudos buscaram formas alternativas de
propagacao como a utilizacdo de estacas caulinares para producao de minitubérculos (Zulu et
al., 2020; Aighewi et al., 2021), a técnica minisett (Morse, 2018) e a utilizacdo de sementes
botanicas (Kulkarni et al., 2007).

4.3.2. Prospecgao cientifica sobre a caracterizacdo molecular de espécies do género Dioscorea
Para os termos de busca utilizados, foram obtidos 181 artigos nas bases de dados Web of
Science (70) e Scopus (111). Destes, 37 da Web of Science e 72 da Scopus nao se enquadravam
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no objetivo da pesquisa. Foram excluidos 65 artigos duplicados, restando um total de 44 artigos
publicados entre 2000 e 2023. Observou-se uma média de 5,37 artigos publicados por ano, com
maior nimero de publicagdes em 2017 (7 artigos) e taxa de crescimento anual de 7,11%. O total
de citagdes recebidas foi de 12,82 ¢ o total de citagdo anual foi de 1,801.

Os artigos foram publicados em 34 periddicos. Os trés que apresentaram maior numero
de documentos sobre o tema da pesquisa foram Genetic Resources and crop Evolution (7
artigos); Physiology and Molecular Biology of plants (2) e Plos One (2). Os artigos foram
escritos por 217 autores, com autoria multipla observada em 100% dos artigos. Os autores mais
produtivos foram Agre P. (6 artigos), Asfaw A (6), Asiedu R (6), Adebola P (5), Veasy E (5),
Bauchet G (3), Bhattacharjee R (3), Li X (3), Mondo J (3) e Peng B (3).

A China foi o pais que mais publicou sobre o tema (10 artigos), seguida pela Nigeria (6),
Brasil (5), India (4) e Benin (2). As afiliagdes que mais publicaram foram International Institute
of Tropical Agriculture (IITA) (27 artigos), Institute of Botany (10), Jiangxi Agricultural
University (10), Navsari Agricultural University (9), Universiti Sultan Zainal Abidin (9),
Universidade de Sao Paulo (7), Polytechnic University of Abomey (6) e Tokyo University of
Agriculture (6).

As palavras-chave utilizadas pelos autores que apareceram com maior frequéncia foram
diversidade genética (21), Dioscorea alata (7), estrutura da populagado (7), marcador molecular
(6), inhame (6), estrutura genética (4), RAPD - Random amplified polymorphic (4), agricultura
tradicional (4) e Dioscorea (3). Foram identificados seis grupos distintos de Coocorréncia de
palavras-chave (Figura 5). O grupo azul foi composto pelos termos diversidade genética,
estrutura da populagdo, marcadores moleculares, inhames, estrutura genética, Dioscorea €
AFLP (Amplified fragmente length polymorphism). O grupo vermelho por Dioscorea alata,
ISSR (Inter simple sequence repeats), RAPD e inhame maior. O grupo roxo por marcadores,
molecular e diversidade. O grupo verde por agricultura tradicional e variabilidade genética. O
grupo amarelo por microssatélites e variedades locais, e o grupo marrom por inhame branco e
ploidia.

Nos estudos de caracterizacdo molecular de germoplasma de Dioscorea, os temas mais
desenvolvidos na literatura (temas motores — quadrante superior direito) (Figura 6) foram: 1 —
temas relacionados a agricultura tradicional e 2 — Dioscorea alata, espécie amplamente
cultivada (Agre etal., 2019). Os temas especializados e de carater periférico (quadrante superior
esquerdo) (Figura 4) formaram quatro grupos: 1 — determinacao do sexo; 2 — Dioscorea spp.; 3
— marcadores SSR; 4 — Dioscorea polystachya. Os temas emergentes ou decrescentes
(quadrante inferior esquerdo) formaram um grupo com o termo ploidia. Os temas bdasicos
(quadrante inferior direito) formaram dois grupos: 1 — estrutura genética e 2 — diversidade
genética.

Os marcadores moleculares sdo ferramentas uUteis na caracterizagdo molecular de
inhame. Nesta revisao sistematica, foram observados trabalhos utilizando marcadores (Tabela
2): SSR (Mignouna et al., 2003; Loko et al., 2016; Malualem et al., 2018; Kalu et al., 2022;
Massawe and Temu 2023); ISSR (Wu et al., 2009; Nascimento et al., 2013; Wu et al., 2014;
Yue et al., 2022); RAPD (Zannou et al., 2009; Patel et al., 2019; Rao et al., 2020); DArTseq-
SNP (Agre et al., 2019; Darkwa et al., 2020; Agre et al., 2021; Adjei et al., 2023); ISAP (Peng
etal.,2017; Yue et al., 2022); SRAP (Wuet al., 2014; Cao et al., 2021; Yue et al., 2022); AFLP
(Mignouna et al., 2003; Li and Li, 2007; Tamiru et al., 2007; Velasco-Ramirez et al., 2014);
SCoT (Owiti et al., 2023); ISTR (Velasco-Ramirez et al., 2014). Estes foram utilizados para a
estimativa da diversidade e estrutura genética, estudo de determinacdo do sexo, relacdes
genéticas, identificagdo de espécies e filogenia.

4.4. Discussao

4.4.1. Métodos de propagacao do género Dioscorea
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A maioria dos artigos prospectados (89,86%) estavam relacionados a propagacao
vegetativa por meio da técnica de cultura de tecidos. O periddico que teve mais publicacdes
sobre o tema foi o Plant Cell Tissue and Organ Culture, o qual publica artigos relacionados a
biotecnologia vegetal.

A India foi o pais que mais contribuiu com publica¢es (12 artigos). Ocorrem 41 espécies
e uma variedade, do género Dioscorea, consideradas importantes para as industrias nutracéutica
e farmacéutica por seus valores nutricionais e medicinais (Waris et al., 2021). A Nigéria foi o
segundo pais que mais contribuiu com publicacdes, pais para o qual a cultura do inhame
apresenta importancia para a seguranca alimentar (Agre et al., 2019). Estes também sdo os
paises que mais fizeram colaboragdes internacionais de importancia para o desenvolvimento da
pesquisa, pois proporcionam o intercdmbio de informagdes, a cooperagdo, o aumento do
conhecimento ¢ o compartilhamento de custos (Gomes et al., 2016). As afiliagdes mais
produtivas sobre o tema da pesquisa também estdo localizadas nestes dois paises, o que
provavelmente contribuiu para o maior numero de publicagdes observado.

Os temas mais desenvolvidos nas pesquisas sobre propagacao do género Dioscorea estao
relacionados ao cultivo por meio das técnicas de cultura de tecidos. A micropropagagao ¢ uma
alternativa para a produ¢do de mudas de alta qualidade para diversas espécies vegetais. Neste
sistema, as plantas sdo cultivadas in vitro em meios nutritivos e sob condigdes controladas de
temperatura, luminosidade e fotoperiodo (Silva et al., 2018). Além dessas condigdes, também
¢ importante a suplementacdo do meio de cultura com reguladores de crescimento, para
favorecer o crescimento e multiplicagdo das plantas (Monfort et al., 2012).

Nos artigos analisados, foram utilizadas diferentes combinag¢des e concentragdes de
reguladores de crescimento pertencentes ao grupo dos hormdnios auxinas e citocininas. As
auxinas sdo frequentemente usadas na indugdo de calos e no enraizamento. As citocininas sao
utilizadas para induzir brotos adventicios a partir de calos ou para induzir brotagdes a partir de
gemas axilares ou apicais (Cid, 2015). Na fase de estabelecimento foram testadas diferentes
concentragdes, isoladas e/ ou combinadas, de 6-benzilaminopurina (BAP, variou de 0,5 a 10
mg.L"), cinetina (KIN, 0,5 a 5,0 mg.L"), Thiadiazuron (TDZ, 0,5 a 5,0 mg.L"), 4cido 1-
naftaleno-acético (ANA, 0,5 a 2,0 mg.L™!) e 4cido indol-3-butirico (AIB, 0,5 a 5,0 mg.L™!). Para
a fase de multiplicacdo dos brotos, foram avaliadas diferentes concentracdes, isoladas e/ ou
combinadas, de BAP (0,5 a 5,0 mg.L!), KIN (0,5 a 10 mg.L™"), ANA (0,1 20,5 mg.L") e acido
indol-3-acético (AIA, 2,0 mg.L!). Para o enraizamento, foram testadas concentragdes, isoladas
e/ ou combinadas, de BAP (0,5 a 1,0 mg.L'!), ANA (1,5 a 3,0 mg.L'"), AIB (0,1 a 3,0 mg.L™")
e AIA (0,5 a 1,5 mg.L'"). Para a indugiio de calo, foram avaliados KIN (0,05 a 7,0 mg.L™"),
ANA (0,1 22,5 mg.L'"), BAP (2,0 mg.L™"), AIB (1,0 mg.L"!) e 4cido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D, 0,5 a 2,0 uM). Finalmente, para a microtuberizacdo, foram testadas diferentes
concentragdes de KIN (0,05 a 7,0 mg.L"), ANA (0,1 a2,5 mg.L ") e AIB (1 mg.L").

A cultura de tecidos ¢ considerada uma importante ferramenta para a producdo de
compostos bioativos de interesse para a industria farmacéutica, tais como a diosgenina
encontrada em espécies do género Dioscorea (Nazir et al., 2022). Neste sentido, as pesquisas
avaliaram a producdo destes compostos em plantas cultivadas in vitro e, para Dioscorea
birmanica, a producdo in vitro de diosgenina nos brotos regenerados foi menor quando
comparada a producdo da planta mae (Jirakiattikul et al., 2016). Resultados semelhantes foram
obtidos em um protocolo de produ¢do de diosgenina a partir de microtubérculos produzidos in
vitro. Torna-se necessario, desta forma, a realizacao de estudos para a elaboracdo de protocolos
para produgdo em larga escala de diosgenina (Nazir et al., 2022).

A producao de mudas em larga escala pode ser realizada por meio do uso de biorreatores,
que sdo equipamentos para cultivo de qualquer tipo propagulo utilizado em cultura de tecidos,
sob imersdo temporaria ou permanente (Cid, 2015). O sistema de biorreator RITA® foi
utilizado para multiplicagcdo de Dioscorea spp. € do complexo Dioscorea cayenensis-rotundata,
sendo considerado eficiente para a rapida multiplicacdo destas espécies (Polzin et al., 2014;
Jekayinoluwa et al., 2019). Uma versao aprimorada e de baixo custo de um sistema de biorreator
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de imersdo temporal, chamada Hy-TIB, foi utilizada para avaliar os impactos do CO» elevado
sobre a propagacdo de segmentos nodais de inhame (Dioscorea spp.), tendo observado
significativamente melhor desenvolvimento dos propagulos e a ndo necessidade de agucares
suplementares no meio de cultivo (Trauger et al., 2022).

Na propagacao clonal, por meio da cultura de tecidos, tem sido relatada a ocorréncia de
variacdo somaclonal, que ¢ a variagdo fenotipica de origem genética. Essa variagdo pode ser
detectada por meio de marcadores moleculares, os quais foram utilizados com sucesso para
algumas espécies do género Dioscorea. Plantas micropropagadas de Dioscorea spp. nao
apresentaram modifica¢des genéticas, o que foi comprovado por meio de marcadores AFLP
(Jekayinoluwa et al., 2019), da mesma forma para Dioscorea deltoidea, utilizando marcadores
ISSR (Nazir et al., 2020), Dioscorea bulbifera e Dioscorea hirtiflora, com primers trnH-psbA
e rbcL (Adeniran et al., 2018) e Dioscorea pentaphylla, com primer SCoT (Manokari et al.,
2022). Para a espécie Dioscorea deltoidea, foi possivel detectar a ocorréncia de variagdes
somaclonais por meio de marcadores ISSR (Nazir et al., 2020).

Outros métodos de propagagdo da cultura foram relacionados em uma pequena parcela
dos artigos prospectados (10,14%). A propagacao vegetativa do inhame por meio de tubérculo
semente foi estudada com o intuito de melhorar o sistema produtivo da cultura, sendo analisadas
variaveis relacionadas as praticas de plantio (data de plantio, massa fresca do tubérculo-
semente, estado do tubérculo-semente) e que afetam o rendimento da cultura (nimero e massa
de tubérculo) (Cornet et al., 2016). A redugao do periodo de dorméncia das gemas do tubérculo-
semente foi observada por meio da utilizacdo de inibidores de giberelinas, Uniconazole-P e
Prohexadione-calcio, em algumas variedades das espécies Dioscorea rotundata e Dioscorea
alata (Shiwachi et al., 2003).

A utilizagao de estacas caulinares obtidas de ramas de inhame foi outra técnica observada
para a produgdo de minitubérculos (Zulu et al., 2020) que podem ser utilizados como material
propagativo. A massa do minitubérculo produzido influenciou significativamente as variaveis
brotacdo, area foliar, massa média de tubérculo e rendimento, em que os minitubérculos de 5 g
apresentaram médias superiores aos de 3 e 1 g (Aighewi et al., 2021).

4.4.2. Caracterizagdo molecular do género Dioscorea

Os estudos sobre o tema se concentram em paises como a China, Nigéria e Brasil. A
China ¢ conhecida como um dos centros de origem e domesticacdo de espécies do género
Dioscorea, apresentando diversos recursos genéticos locais de importancia medicinal (Cao et
al., 2021). Na Nigéria e no Brasil, o cultivo de espécies desse género ¢ considerado importante
para alimentagdo e geragdo de renda em regides produtoras (Santos et al., 2007; Asiedu and
Sartie, 2010). As afiliagdes mais produtivas também estdo localizadas nestes paises,
justificando o interesse pelo estudo de caracterizagdo molecular do género Dioscorea.

Os temas mais bem desenvolvidos e cruciais para a estruturacao do objeto de pesquisa
estdo relacionados a espécie Dioscorea alata e a agricultura tradicional. A espécie Dioscorea
alata foi estudada nos principais paises que estudam o tema da pesquisa, sendo considerada
importante economicamente em regides tropicais e subtropicais (Bakayoko et al., 2021). Nessas
regioes, o cultivo de Dioscorea esta relacionado a agricultura tradicional familiar (Santos et al.,
2007), area na qual as pesquisas de melhoramento e conservagdo tém sido negligenciadas.
Assim, os agricultores tradicionais possuem papel importante na manutencao da diversidade
genética entre as variedades cultivadas em cada regido, pois mantém variedades de sua
preferéncia (Nascimento et al., 2013).

A palavra-chave que apareceu com mais frequéncia foi diversidade genética, tendo sido
utilizada em 21 artigos. Esta também apareceu, juntamente com estrutura genética, no mapa
tematico como temas importantes para a pesquisa, revelando que a maior parte dos trabalhos
esta concentrada nessas areas. Avaliar a diversidade genética de germoplasma de inhame ¢
importante para a conservacao dos recursos genéticos e para seu melhoramento (Adjei et al.,
2023).
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Os marcadores moleculares sdo ferramentas importantes na avaliagdo da diversidade e
estrutura genética de inhame. Nesta revisao sistemadtica, foram utilizados nos estudos em maior
nimero, os marcadores SSR (Simple Sequence Repeat) (14 artigos), ISSR (Inter simple
Sequence Repeat) (8) e RAPD (Random Amplified Polymorphic) (6) (Tabela 2). Esses sdo mais
utilizados pela simplicidade de execucdo por meio da técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) e alta reprodutibilidade. Ademais, os marcadores ISSR e RAPD ndo necessitam de
bibliotecas gendmicas, pois sdo utilizados primers universais.

Os marcadores SSR fornecem altos niveis de polimorfismo, apresentam natureza
codominante, alta reprodutibilidade e sdo abundantes em todo genoma (Girma et al., 2017).
Estes foram considerados informativos e com alto poder de discriminagdo para estudos de
diversidade genética de inhame, apresentando alto conteido de informagdo polimorfica,
variando de 0,50 a 0,81, nos estudos que utilizaram esse marcador (Girma et al., 2017; Chen et
al., 20220). Estudos genéticos entre espécies de inhame também foram realizados utilizando
marcadores SSR. Observou-se que algumas espécies de inhame silvestres, como Dioscorea
oppositifolia, Dioscorea hamiltonii e Dioscorea pubera apresentavam similaridade genética
com a espécie cultivada Dioscorea alata (Padhan et al., 2019). Em estudo com 112 acessos de
Dioscorea de diferentes regides da China, baseado em 24 primers SSR, obteve-se numero de
alelos variando de 1 a 7 alelos por locus, indicando a existéncia de haploides, diploides,
triploides, tetraploides, pentaploides e septaploides na populacao (Cao et al., 2021).

Marcadores ISSR apresentam heranca dominante, sdo multialélicos, reprodutiveis e
geram muitos fragmentos polimorficos (Martinez et al., 2020). Alto nivel de polimorfismo
(83,62%) foi encontrado na caracterizag@o de 54 gendtipos de inhame, baseado em sete primers
ISSR. Da mesma forma, Wu et al., (2014) avaliaram a diversidade genética de 21 cultivares de
inhame, encontrando um alto nivel de polimorfismo (95,3%) baseado em 11 primers ISSR. Tais
primers também foram utilizados para avaliar a diversidade e tracar estratégias para selecao de
parentais de futuros programas de melhoramento de Dioscorea alata (Wu et al., 2009).

O RAPD possui heranca dominante e ¢ usado para amplificar sequéncias aleatdrias do
genoma (Patel et al., 2019). Ele apresentou alta porcentagem de polimorfismo (93,04%),
revelando ser uma técnica util e com resultados precisos para estudos de diversidade genética
de Dioscorea alata (Rao et al., 2020). Resultados semelhantes foram obtidos em estudo com
diferentes acessos de Dioscorea spp., em que os marcadores RAPD foram eficientes na
estimativa da diversidade molecular, apresentando alta porcentagem de polimorfismo, alto
valor de contetido de informacdo polimoérfica e nimero de bandas polimoérficas por primer
(Velasco-Ramirez et al., 2014).

A baixa diversidade genética observada em alguns estudos (Padhan et al., 2019; Adjei et
al., 2023) pode estar relacionada ao processo de domesticagdo e a adogdo da propagacao
vegetativa pelos agricultores. Assim, em uma area de cultivo, as plantas de um clone de inhame
sao geneticamente homogéneas devido a selecao de material propagativo a partir de tubérculos
e ndo de sementes botanicas (Agre et al., 2021). Tais fatores sdo consequéncia da auséncia de
cruzamentos e, consequentemente, da baixa taxa de recombinagdo genética em espécies do
género Dioscorea (Wu et al., 2019).

Apesar do método de propagagdo comumente adotado pelos agricultores, foi relatado em
alguns estudos alta diversidade genética entre os genotipos estudados (Castafieda-Cardona et
al., 2020; Chen et al., 2022; Kalu et al., 2022; Yue et al., 2022). Os motivos que levam a alta
diversidade podem estar relacionados ao intercdmbio de material de plantio entre regides
produtoras (Siqueira et al., 2014). Um exemplo disso ¢ o resultado de estudo realizado com
cultivares de Dioscorea rotundata Poir, no Benin, onde foi demonstrado um fluxo génico alto
entre as regides estudadas, revelando a existéncia de um intercambio inter-regional de
tubérculos-semente de inhame feita pelos agricultores (Agre et al., 2021). Outra pratica adotada
por agricultores do Benin, que pode favorecer o fluxo génico, ¢ o estabelecimento de campos
de inhame em savanas e florestas, que possibilita a domesticagdo de espécies selvagens e,
consequente, a criagdo de novas cultivares (Loko et al., 2013).



25

A realizagdo de cruzamentos entre os gendtipos de Dioscorea spp. E um processo que
aumentaria a recombinagdo genética e, consequentemente, a diversidade genética observada no
campo. No entanto, como ja relatado, o florescimento de muitas espécies do género ¢é raro e
erratico. Desta forma, o desenvolvimento de marcadores moleculares para determinagdo do
sexo ¢ crucial para a selecdo de gendtipos e melhoramento genético da cultura, apesar deste
tema ter apresentado relevancia limitada. Foi identificado um estudo para desenvolver
marcadores SNPs para a determinagdo do sexo, obtendo-se marcadores nos cromossomos 10,
11 e 16 (Asfaw et al., 2022). Isso facilitaria a selecdo e desenvolvimento em programas de
melhoramento da cultura. Um exemplo ¢ o marcador ligado ao sexo “sp16” que podera ser 1til
para selecionar plantulas para cruzamento, reduzindo o espago e trabalho durante a fase de
cultivo e acelerando os programas de melhoramento (Tamiru et al., 2017).

4.5. Perspectivas futuras

A cultura de tecidos pode ser utilizada para a tuberizagdo in vitro de espécies do género
Dioscorea. Neste caso, os protocolos visam a obten¢do de material de plantio livre de doengas,
para substituir os convencionais (Ita et al., 2020). Um desafio ¢ obter microtuberas em nimero,
peso e com alta taxa de brotagdo para serem utilizadas em cultivos comerciais. Também podem
ser utilizadas para a produgdo em larga escala e em curto intervalo de tempo de espécies
produtoras de metabolitos secundarios para suprir a demanda por compostos bioativos pela
industria farmacéutica. Para isso, sdo necessarios protocolos para otimizar a produgdo, visto
que nos trabalhos com inhame, a producao in vitro ainda ¢ menor do que a da planta mae (Nazir
et al., 2022).

O conhecimento da caracterizagdo molecular de espécies do género Dioscorea sio
importantes para o desenvolvimento de estratégias regionais para a conservacao do
germoplasma de inhame, além da possibilidade de intercambio de gendtipos com caracteristicas
genéticas desejaveis entre regides e paises produtores, e da instauragdo de programas de
melhoramento genético. Os resultados das pesquisas podem possibilitar o desenvolvimento e
liberacao de novas variedades para os agricultores, além de contribuir com o delineamento de
estratégias para a conservagao e uso das espécies deste género.

4.6. Conclusao

A andlise bibliométrica permite compreender a estrutura das pesquisas publicadas na area
de propagac¢ao do género Dioscorea entre 2000 e 2022 e de caracterizacdo molecular entre 2000
e 2023. India, Nigéria e China sdo os paises que mais contribuem com publicagdes sobre os
métodos de propagacdo, enquanto China, Nigéria e Brasil se destacam com publicagdes sobre
caracterizacdo molecular do género Dioscorea.

O método de propagacdo utilizando técnicas de cultura de tecidos e a caracterizagdo
molecular para estimativa da diversidade e estrutura genética sdo as tematicas mais bem
desenvolvidas e importantes para o género Dioscorea.
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Tabela 1

Resumo dos temas abordados nas publicagdes sobre propagacdo do género Dioscorea, entre 2000-2022, prospectadas nas bases Web of Science e
Scopus.

Temas abordados nos artigos Espécies Referéncias
Cultivo in vitro
Tipo de explantes:

- Cortex do tubérculo, folha e segmentos nodais. Dioscorea alata var. purpurae Shah and Lele, 2012

Desinfestacgao:

- Ozobnio em fase gasosa e aquosa. Dioscorea, Jova and Gonzalez, 2014;

- Eletroterapia. Dioscorea cayenensis rotundata, Ramirez et al., 2020

Agente gelificante:

- Amido de mandioca. Dioscorea rotundata; Nkere et al., 2011

Meio de cultivo:

- Meios de cultura MS, Galzy, 2GGC, B5, WPM, BM ¢ LS. Dioscorea rotundata Poir; Kadota and Niimi, 2004; Bernabé-

- Utilizagao de silicio (diferentes concentragdes e fontes). Dioscorea  remotiflora  Kunth; Antonio et al., 2012; Rodrigues et
Dioscorea japonica Thunb; al., 2017; Santos et al., 2022

Dioscorea spp.
Carvdo ativado:

- Presenca e auséncia. Dioscorea fordii Yanetal., 2011

Sistema de cultivo:

- Meio liquido e semissolido; Dioscorea fordii, Jova et al.,, 2011a; Yan et al,,
- Sistema de Imersdo Constante com aeragdo por borbulhamento Dioscorea alata L. 2011; Polzin et al., 2014,
continuo em meio de cultura (CIS); Dioscorea spp. Jekayinoluwa et al., 2019; Trauger
- Meio Static Liquid Culture System (SLS) D. cayenensis-rotundata et al., 2022

- Bioreator RITA (TIS);

- Versao aprimorada e¢ de baixo custo de um TIB acionado
hidrostaticamente (Hy-TIB);




Tabela 1 (Continuagao)

36

Temas abordados nos artigos Espécies Referéncias
Uso de reguladores de crescimento: Dioscorea bulbifera; Souza et al., 2011; Anike et al.,
- Estabelecimento: BA, KIN, TDZ. Dioscorea cayenensis Lam; 2012; Shah and Lele, 2012; Bhat
- Multiplicacdo: BA, KIN, IBA, NAA. Dioscorea rotundata Poir et al., 2022

- Enraizamento: IAA, IBA e NAA.
- Organogénese da parte aérea: cinetina, zeatina.
- Formacao de calos: 2,4-D.

Fotoperiodo

Microtuberizagdo:

- Utilizagdo de Reguladores de Crescimento: Cinetina, acido
naftalenoacético,  benzilaminopurina, 4acido  idol-3-butirico,

paclobutrazol, metil jasmonato.

- Concentragao de sacarose e glicose.

- Condigdes e tempo de armazenamento, e
microtubérculos; avaliagcdo em condigdes de campo.
- Sistemas de imersao temporaria.

Criopreservagao:

Crioterapia para eliminar o virus do mosaico do inhame.

tamanho de

Embriogénese somatica
Avaliagdo da fidelidade genética

Producdo de sementes sintéticas

e Dioscorea alata Lam.
Dioscorea alata var. purpurae.
Dioscorea multiflora;
Dioscorea alata

Dioscorea bulbifera e Dioscorea

hirtiflora; Dioscorea fordii,
Dioscorea  cayenensis — D.
rotundata Complex;

Dioscorea caynensis; Dioscorea
alata;

Dioscorea rotundata;

Dioscorea opposita,

Dioscorea rotundata

Dioscorea spp. Dioscorea deltoidea;
Dioscorea alata; Dioscorea
opposita

Dioscorea zingiberensis

Vaillant et al., 2005

Ovono et al., 2010; Cabrera et al.,
2011; Jova et al., 2011b; Yan et
al., 2011; Adeniran et al., 2018;
Lee et al., 2018

Shin et al., 2013; Ita et al., 2020

Manoharan et al., 2016

Marin et al.,, 2012; Yin et al,,
2016; Jekayinoluwa et al., 2019;
Nazir et al., 2020

Huang et al., 2015
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Temas abordados nos artigos

Espécies

Referéncias

Outros métodos

Propagacao por tubérculo-semente:

- Manejo de tubérculos-semente (estado de brotagdo, data de plantio
€ peso)

- Peso do tubérculo-semente e espacamento entre fileiras para
propagag¢ao usando seccionamento de tubérculos.

- Redugao do periodo de dorméncia: Uniconazole-P e Prohexadione-
calcio.

- Técnica Minisett.

Propagacgado por estacas caulinares:

- Estaquia.

- Brotagdo dos minitubérculos (obtidos por meio de estacas) de
diferentes tamanhos.

Germinac¢do de sementes botanicas

D. alata ‘Florido’ e D. rotundata
‘Morokorou’;

Dioscorea oppositifolia
‘Tsukuneimo’.

Dioscorea opposita Thunb;
Dioscorea rotundata e Dioscorea
alata;

Dioscorea rotundata Poir.
Dioscorea hirtiflora; Dioscorea spp.

Dioscorea dregeana

Okamoto et al., 2000; Cornet et
al., 2016; Morse, 2018; Shiwachi
et al., 2003

Yoshida et al., 2016

Zulu et al., 2020; Aighewi et al.,
2021

Kulkarni et al., 2007
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Marcadores moleculares, espécie e objetivo para os quais foram utilizados em estudos de caracterizagdo molecular do género Dioscorea,
prospectadas nas bases Web of Science e Scopus.

Marcador Molecular

Espécie avaliada

Objetivo da utiliza¢do

Referéncias

- SSR (Simple sequence repeats)

- ISSR (Inter simple sequence
repeats)

- RAPD (Random
polymorphic)

amplified

- DArtseq-SNP (Diversity Array
Technology-Single =~ Nucleotide
Polymorphism)

- SRAP (Sequence-related
amplified polymorphism)

- AFLP (Amplified fragmente
length polymorphism)

Dioscorea spp.; Diocorea alata

L.; Dioscorea bulbifera L.;
Dioscorea  cayenensis  Lam.;
Dioscorea rotundata Poir;

Dioscorea trifida L., Dioscorea
biloba

Dioscorea alata L.; Dioscorea

trifida L.; Dioscorea hispida,
Dioscorea spp.;  Dioscorea
polystachya

Dioscorea rotundata Poir;

Dioscorea alata L.; Dioscorea
spp.; Dioscorea cayenensis Lam.;
Dioscorea collettii

Dioscorea spp.; Dioscorea alata
L.; Dioscorea rotundata Poir.

Dioscorea spp.;  Dioscorea
polystachya

Dioscorea spp. Dioscorea
rotundata Poir.;  Dioscorea

zingiberensis

Diversidade e estrutura genética;
estudos de relacdes genéticas.

Diversidade e relagdes genéticas

Diversidade genética

Diversidade e relagdes genéticas

Diversidade e relagdes genéticas

Diversidade e estrutura genética

Mignouna et al., 2003; Viruel et
al., 2011; Nascimento et al., 2013;
Siqueira et al., 2014; Loko et al.,
2016; Silva et al., 2016; Girma et
al., 2017; Malualem et al., 2018;
Olu-Olusegun et al., 2018; Padhan
etal.,2019; Caoetal., 2021; Chen
et al.,, 2022; Kalu et al., 2022;
Massawe and Temu 2023

Wu et al., 2009; Nascimento et al.,
2013; Velasco-Ramirez et al.,
2014; Wu et al., 2014; Nundin et
al., 2017; Castanheda et al., 2020;
Rao et al., 2020; Yue et al., 2022
Mignouna et al., 2003; Zannou et
al., 2009; Sun et al., 2010;
Velasco-Ramirez et al.,, 2014;
Patel et al., 2019; Rao et al., 2020
Agre et al., 2019; Darkwa et al.,
2020; Agre et al., 2021; Bakayoko
et al., 2021; Asfaw et al., 2022;
Adjei et al., 2023

Wu et al., 2014; Yue et al., 2022

Mignouna et al., 2003; Tamiru et
al., 2007, Li and Li, 2007,
Velasco-Ramirez et al., 2014
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Marcador Molecular

Espécie avaliada

Objetivo da utilizacdo

Referéncias

- ISAP (Intron  Sequence
Amplified Polymorphism)

- SCoT (Start Codon Targeted)

- SCAR (Sequence Characterized
Amplified Region)

- ISTR (Inverse Sequence Tagged
Repeat)

Dioscorea polystachya

Dioscorea spp.
Dioscorea polystachya

Dioscorea spp.

Relacdes genéticas

Diversidade e estrutura genética
Identificacdo de espécie

Diversidade e relagdes genéticas

Peng et al., 2017; Yue et al., 2022

Owiti et al., 2023
Peng et al., 2017; Yue et al., 2022

Velasco-Ramirez et al., 2014
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Identification of studies via databases

S
=
';% Records identified from:
= Databases (n = 2): , Records rfemoved before screening:
= Scopus (n = 88) Duplicate records (n = 30)
= Web of science (n = 72)
=
—
—
Records screened Records excluded
g0 (n=130) (n=461)
-
: !
5
o Reports assessed for eligibility Reports excluded:
(n=69) Off topic (n =61)
| S

Figura 1: Fluxograma da prospec¢ao cientifica sobre propagacao do género Dioscorea, modelo
PRISMA 2020 (Haddaway et al., 2020).
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Identification of studies via databases

=
-§ Records identified from:
e Databases (n = 2): > Records removed before screening:
'%‘ Scopus (n=111) Duplicate records (n = 65)
= Web of science (n = 70)
[l
Records screened Records excluded
& (n=116) (n=72)
'
: }
b
“ Reports assessed for eligibility Reports excluded:
(n=44) Off topic (n = 72)

Figura 2: Fluxograma da prospeccdo cientifica sobre caracterizagdo molecular do género
Dioscorea, modelo PRISMA 2020 (Haddaway et al., 2020).
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Figura 3: Coocorréncia de palavras-chave de publicacdes sobre propagacdo do género

Dioscorea.
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Figura 4: Mapa tematico de publicagdes sobre propaga¢do do género Dioscorea.
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5. ARTIGO 2
TUBERIZACAO IN VITRO DE INHAME (DIOSCOREA sp.): SACAROSE,
ESPECTROS DE LUZ E REGULADORES DE CRESCIMENTO

Artigo formatado de acordo com as normas do periodico Scientia Plena (submetido)

RESUMO

Neste estudo, foram determinados os efeitos de diferentes concentracdes de sacarose, espectros
de luz e reguladores de crescimento na tuberizagdo in vitro de inhame (Dioscorea sp.). O
delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com cinco repetigdes e
quatro frascos por repeti¢ao. No primeiro ensaio, foram testadas trés concentracdes de sacarose
(30, 60 e 90 g.L'") e quatro de 4cido 1-naftaleno-acético (ANA) (0,0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg.L™!).
Maior diametro (7,88 mm) e massa fresca (166,13 mg) foram obtidos ao aumentar a
concentracio de sacarose para 90 g.L'. No segundo ensaio, foram avaliados trés espectros de
luz LED (Branco, Azul e Vermelho), duas concentragdes de ANA (0,0 e 1,0 mg.L") e trés de
cinetina (CIN) (0,0; 1,0 e 2,0 mg.L"). A tuberizacdo (%) apresentou maiores médias com a
utilizagdo das luzes azul (90,5%), vermelha (95,5%) ou com 2,0 mg.L"! de CIN (91,1%). O
meio de cultivo sem ANA proporcionou maior nimero de microtubérculos por planta (1,67),
assim como a utilizagao das luzes azul (1,65) ou vermelha (1,73), e de CIN nas concentragdes
1,0 mg.L! (1,58) ou 2,0 mg.L"! (1,68). Maiores médias de massa fresca de microtubérculo
foram observadas com a utilizagdo de 0,0 mg. L' de CIN, 1,0 mg.L"! de ANA e com os
espectros de luz azul (320,4 mg) e branco (276,9 mg). O aumento da concentragdo de sacarose,
os espectros de luz azul e vermelho e reguladores de crescimento favorecem a tuberizacao in
vitro de inhame.

Palavras-chave: Micropropagacao, lampadas LED, carboidrato.

In this study, the effects of different sucrose concentrations, light spectrum, and growth
regulators on in vitro tuberization of yam (Dioscorea sp.) were determined. The experimental
design adopted was completely randomized, with five replications, and four bottles per
replication. In the first test, three concentrations of sucrose (30, 60 and 90 g.L!) and four
concentrations of naphthaleneacetic acid (NAA) (0.0; 1.0; 2.0 and 4.0 mg.L!) were tested.
Higher diameter (7.88 mm) and fresh mass (166.13 mg) were obtained by increasing the sucrose
concentration to 90 g.L"!. In the second test, three LED light spectrums (White, Blue and Red),
two concentrations of NAA (0.0 and 1.0 mg.L™!) and three of kinetin (KN) (0.0; 1.0 and 2.0
mg.L"). Tuberization (%) showed higher averages with the use of blue (90.5 %), red (95.5 %)
or with 2.0 mg.L"!' of KN (91.1 %). The culture medium without NAA provided a greater
number of microtubers per plant (1.67), as did the use of blue (1.65) or red (1.73) lights, and
KN at concentrations of 1.0 mg.L! (1.58) or 2.0 mg.L!' (1.68). Higher averages of fresh
microtuber mass were observed with the use of 0.0 mg.L! of KN, 1.0 mg.L"! of ANA and the
blue (320.4 mg) and white (276.9 mg) light spectrums. The increase in sucrose concentration,
light spectra and growth regulators favor in vitro tuberization of yam.

Keywords: Micropopagation, LED lamps, carbohydrate.

5.1. INTRODUCAO

A tuberizacao ¢ um processo fisiologico que pode ser influenciado por diversos fatores, tais
como fonte e concentragdo de carboidrato, reguladores de crescimento e intensidade de luz [1].
Em espécies que apresentam o6rgao de armazenamento, este pode ser induzido durante o cultivo
in vitro, a partir de explantes nodais e apicais, produzindo microtubérculos [2], os quais
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apresentam potencial para serem utilizados como material propagativo e para distribui¢ao de
material vegetal livre de patégenos em programas de intercimbio de germoplasma [3].

A fonte de carboidrato no meio de cultivo contribui para a indugdo do processo de
tuberizacdo in vitro e a sacarose tem sido amplamente utilizada como a principal fonte [4]. Em
estudos com espécies do género Dioscorea, o aumento da concentragao de sacarose no meio de
cultivo influenciou a indugao e crescimento de microtubérculos [5, 6, 3].

Além da fonte de carboidrato, os reguladores de crescimento também s3o conhecidos por
induzir a formagdo de microtubérculos. Sabe-se que as auxinas e citocininas possuem um papel
importante durante a tuberizag¢do [1]. Em diferentes cultivares de batata (Solanum tuberosum
L.), a auxina aumentou o tamanho dos microtubérculos, enquanto a citocinina aumentou o
numero de microtubérculos produzidos [7]. Em Dioscorea nipponica, a inducgao de
microtubérculos foi aumentada quando combinado o &cido 1-naftaleno-acético (auxina) e a N-
benziladenina (citocinina) [5]. Também foi relatado o efeito da 6-benzilaminopurina e da
cinetina na tuberizagao de Dioscorea deltoidea [8].

A luz ¢ outro fator importante que pode interferir na tuberizacdo de varias espécies [9]. A
iluminacao artificial feita por meio de lampadas LED (Light-Emiting Diode) pode fornecer a
quantidade e qualidade de luz necessaria para o desenvolvimento das plantas, com espectro
especifico e menor demanda de energia [10]. Diferentes espectros de luz sao reconhecidos por
induzir a formagao e crescimento de microtubérculos em batata (Solanum tuberosum L.) [11].
A luz LED vermelha ¢ conhecida por acelerar a inducao dos tubérculos, enquanto a luz azul
pode atrasar o inicio da tuberiza¢do em batata [12].

O estudo destes fatores ¢ de suma importancia para viabilizar o processo de propagacao para
espécies produtoras de tuberas, como o inhame. Pertencente ao género Dioscorea, o inhame
(Dioscorea sp.) ¢ considerado a quarta hortali¢a tuberosa de maior importancia no mundo [13].
Seus tubérculos comestiveis sao importantes fontes de nutrientes, como vitaminas, calcio ¢ sais
minerais [14], apresentando potencial uso industrial na produgio de farinha e chips [15]. E uma
cultura relevante para a regido Nordeste do Brasil, a qual ¢ responsavel por aproximadamente
90% da produc¢do nacional [16] e ¢ fonte de renda, emprego e alimento para os agricultores da
regido [17].

E uma espécie de propagacio vegetativa, realizada por meio de tiberas-semente inteiras ou
fragmentos destas [18]. No entanto, este método apresenta limitagdes, tais como dorméncia e
baixo indice de brotacao; risco de contaminagao de areas de cultivo por patdogenos presentes na
tubera [17] e alto custo de aquisi¢do [19]. Diante deste contexto, observa-se a necessidade de
buscar alternativas para melhorar a producdo de mudas de inhame e a indugdo da tuberizagao
in vitro pode se tornar uma fonte de microtubérculos para a propagacao da cultura. Portanto, o
presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito da sacarose, espectros de luz e
reguladores de crescimento na tuberizacdo in vitro de inhame para subsidiar a elaboracao de
protocolos de producao de microtubérculos.

5.2. MATERIAL E METODOS
5.2.1. Produc¢ao de mudas

Os inhames (Dioscorea sp.) para producdo de mudas foram adquiridos na Central de
Abastecimento de Sergipe (CEASA/SE). Foram mantidos em local seco e arejado até emitir
brotagdo e, em seguida, segmentados e plantados em vasos de 10 L, contendo solo e esterco
(3:1). As plantas obtidas foram mantidas em estufa agricola e utilizadas como fonte de explantes
para a realizagdo dos experimentos, os quais foram retirados das ramas secundarias de plantas
com idade de 120 dias.

5.2.2. Cultivo in vitro
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5.2.2.1. Desinfesta¢do dos explantes

Foram utilizados segmentos nodais de tamanho aproximado de 10 cm como explantes. Estes
foram submetidos a desinfestagdo em 4gua corrente e detergente neutro por 30 minutos. Na
camara de fluxo laminar, foram imersos em alcool etilico 70% durante 1 minuto e em solugao
de cloreto de mercurio a 0,1% por 3 minutos, seguido de trés lavagens em 4gua destilada
autoclavada.

5.2.2.2. Estabelecimento in vitro

Ap0s a desinfestacdo, os explantes foram cortados em tamanho aproximado de 2 cm e
inoculados em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio MS [20], acrescido de 3,0 g.L! de
carvio ativado, 30 g.L"! de sacarose e 7 g.L"! de 4gar, com pH ajustado para 5,8 + 0,1. O meio
de cultivo foi autoclavado a 121£1°C e 1,05 atm por 15 minutos. Os explantes inoculados foram
mantidos em sala de crescimento com temperatura controlada de 25 + 2°C, fotoperiodo de 12
horas e densidade de fluxo de fotons fotossintéticos de 40 pmol.m™2.s".

5.2.3. Experimentos de tuberizacio in vitro

5.2.3.1. Experimento 1: Tuberizacdo sob diferentes concentracoes de sacarose e dcido I-
naftaleno-acético (ANA)

Plantas estabelecidas in vitro, com idade de 60 dias, foram transferidas para frascos contendo
30 mL de meio MS, acrescido de 1,5 g.L"! de carvio ativado e 7 g.L"! de agar e suplementado
de acordo com os tratamentos (concentracdes de sacarose ¢ ANA).

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial
3x4, sendo trés concentracdes de sacarose (30; 60 e 90 g.L!) e quatro concentracdes de ANA
(0,0;1,0;2,0¢4,0 mg.L'l). Para cada tratamento, foram utilizadas cinco repeti¢des, com quatro
frascos contendo uma planta em cada.

5.2.3.2. Experimento 2: Tuberizagdo sob diferentes espectros de luz e reguladores de
crescimento

Para a realizagdo do experimento, foram utilizados explantes de aproximadamente 2 cm.
Estes foram inoculados em frascos contendo 30 mL de meio MS [20], acrescido de 3,0 g.L"! de
carvio ativado, 90 g.L'! de sacarose e 7 g.L"! de 4gar, com pH ajustado para 5,8 £ 0,1, e
suplementado de acordo com os tratamentos.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial
3x3x2, sendo trés espectros de luz (Branca, Azul, Vermelha), trés concentracdes de cinetina
(CIN) (0,0; 1,0 e 2,0 mg.L") e duas concentracdes de ANA (0,0 e 1,0 mg.L"). Foram utilizadas
cinco repeti¢cdes e quatro frascos por repeticdo, com um explante em cada.

Para os diferentes espectros de luz, foram utilizadas 1ampadas LEDs (Light-Emiting Diode)
da marca G-light, de 9W. A densidade de fluxo de fotons fotossintéticos dentro da prateleira
foi de 19,7 pmol.m-2.s!, 11,56 pmol.m-2.s™! € 9,22 pmol.m-%.s! para as lampadas LED branca,
azul e vermelha, respectivamente.

5.2.4. Variaveis analisadas

Ap6s 60 dias do inicio dos ensaios, foram avaliados a porcentagem de tuberizag¢do (%), o
numero de microtubérculos por planta, o didmetro (mm) e a massa fresca (mg) dos
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microtubérculos. A porcentagem de tuberizagao foi calculada pela presenca ou auséncia de
microtubéculo por planta. O didmetro foi medido com o auxilio de um paquimetro digital e a
massa fresca foi obtida com o auxilio de uma balanga analitica com precisdo de 0,1 mg.

Os dados obtidos nos dois experimentos foram submetidos a anélise de variancia. Para o
primeiro experimento, as médias do fator sacarose foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade e as do fator ANA foram ajustadas pelos modelos de regressao polinomial.
Para o segundo experimento, as médias dos fatores espectros de luz, ANA e CIN foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A analise foi realizada com o auxilio
do programa estatistico SISVAR® [21].

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Tuberizagdo sob diferentes concentragoes de sacarose e dcido 1-naftaleno-acético (ANA)

Houve intera¢do significativa entre os fatores concentracdes de sacarose ¢ ANA para
porcentagem de tuberizagio (Figura 1). Ao utilizar 30 g.L"' de sacarose, observou-se modelo
quadratico, com menor porcentagem de tuberizagdo (78,92%) obtida na concentracdo de 2,2
mg. L' de ANA. Para o meio de cultivo com 60 g.L"! de sacarose, observou-se modelo linear
decrescente, em que a porcentagem de tuberiza¢do diminuiu com o aumento da concentracao
de ANA (Figura 1). Os modelos de regressao polinomial ndo foram significativos com o uso
da concentragio de 90 g.L"! de sacarose (Figura 1).
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Figura 1: Porcentagem de tuberizacdo in vitro de Dioscorea sp. em funcdo das concentragoes de ANA
e sacarose.

A sacarose ¢ a auxina ANA sdo conhecidas por favorecerem a inducao da tuberizagado in
vitro [5]. No presente estudo, apresentaram um efeito conjunto na porcentagem de tuberizagao.
Observou-se menor tuberizacio (78,92%) no meio de cultivo com 30 g.L! de sacarose e com
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2,2 mg.L! de ANA. Resultados semelhantes foram obtidos com Dioscorea hirtiflora, em que
o uso de uma concentragdo de ANA de 2,5 mg.L! proporcionou 80% de tuberiza¢do, em um
meio de cultivo com 3% de sacarose [22]. As diferentes concentragdes de ANA avaliadas nao
influenciaram a porcentagem de tuberizagdo ao aumentar a concentragao de sacarose para 90
g.L'!. Uma maior concentragio de sacarose no meio de cultivo parece ser um sinal para a
indugdo da tuberizacao [4], tendo sido relatado que o aumento da concentragao de sacarose para
80 g.L'! proporcionou maior porcentagem de tuberizacio em plantas de batata cultivadas in
vitro [6].

As concentragdes de sacarose testadas apresentaram diferenca significativa para as variaveis
numero de microtubérculos por planta, didmetro e massa fresca de microtubérculos. No entanto,
ndo foi observado efeito significativo para estas varidveis para as diferentes concentragdes de
ANA testadas (Tabela 1).

Em todas as concentragdes de sacarose avaliadas, houve a formagdo de pelo menos um
microtubérculo por planta. No entanto, o maior nimero de microtubérculos por planta foi
observado para as concentracdes de sacarose 60 e 90 gL', com médias de 1,60 e 1,73,
respectivamente (Tabela 1). O aumento da suplementagio do meio de cultivo para 90 g.L"!' de
sacarose também proporcionou microtubérculos com maior diametro (7,88 mm) e massa fresca
(166,13 mg) (Tabela 1).

Tabela 1: Numero de microtubérculos por planta, diametro e massa fresca de microtubérculos de
Dioscorea sp. sob diferentes concentragéoes de sacarose e dacido 1-naftaleno-acético (ANA).

Numero de Diametro de Massa fresca de
Sacarose (g.L™) microtubérculos por microtubérculos . .
microtubérculos (mg)
planta (mm)

30 1,34 b 6,15¢ 64,88 c

60 1,60 a 7,04 b 124,75 b

90 1,73 a 7,88 a 166,13 a
ANA (mg.L'h)

0,0 1,5 6,8 119,2

1,0 1,6 6,9 119,8

2,0 1,6 7,2 119,7

4,0 1,5 7,0 115,7
Equacio (Y) ns ns ns

CV (%) 16,8 9,69 23,7

Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. ns — ndo signifificativo; CV — coeficiente de variacdo.

O maior fornecimento de sacarose ao meio de cultivo parece favorecer os sinais de indugao
e formagdo de microtubérculos [4], aumentando a produ¢do de microtubérculos de inhame,
além da massa e didmetro destes. Para Dioscorea alata, o aumento da concentragdo para 6 e
8% de sacarose no meio de cultivo favoreceu a produgdo de um maior nimero de
microtubérculos por explante [3]. Provavelmente, a sacarose fornece ao meio de cultivo
carbono e energia necessarios para a iniciacdo e crescimento dos microtubérculos [5]. Além
disso, o aumento da concentragdo de sacarose favorece o aumento da osmolaridade do meio,
culminando com a indu¢do do 6rgdo de armazenamento devido ao estresse induzido [23].

Em ensaios com Diocorea nipponica, observou-se que o aumento da concentracdo de
sacarose no meio de cultivo para 7% elevou a produgdo de microtubérculos com maior massa
fresca [5]. Resultados semelhantes foram obtidos com Dioscorea deltoidea, em que o aumento
da suplementacdo de sacarose proporcionou maior nimero, massa fresca e comprimento de
microtubérculos [8]. Portanto, a sacarose parece desenvolver um duplo efeito na tuberizagao in
vitro: como sinal para iniciacdo deste processo e como substrato nutritivo para o
desenvolvimento dos microtubérculos [7].
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Tuberizagdo sob diferentes espectros de luz e reguladores de crescimento

Os resultados do experimento com diferentes espectros de luz e os reguladores de
crescimento ANA e CIN estao apresentados nas Tabelas 2 e 3. Os diferentes espectros de luz e
as concentragdes de CIN apresentaram diferenga significativa para a varidvel porcentagem de
tuberizacdo. Para a variavel nimero de microtubérculo por planta, os trés fatores avaliados
(espectros de luz e concentragdes de CIN e ANA) apresentaram efeito significativo. Para a
variavel didmetro de microtubérculo, apenas o fator espectros de luz foi significativo.

Mais de 90% das plantas tuberizaram quando mantidas nos espectros de luz azul e vermelho,
enquanto na luz branca, em média 60% apresentaram tuberizag¢do (Tabela 2). O maior nimero
de microtubérculos por planta também foi obtido ao utilizar os espectros de luz azul e vermelho
(1,65 e 1,73, respectivamente) e a menor média foi observada com a luz branca (1,33). O maior
diametro de microtubérculo (5,23 mm) foi obtido ao utilizar luz branca, nao diferindo
estatisticamente da luz azul (5,02 mm) (Tabela 2).

Tabela 2: Porcentagem de tuberizac¢do, numero e diametro de microtubérculo de Dioscorea sp. em
fungdo do espectro de luz, dacido 1-naftaleno-acético (ANA) e cinetina (CIN).

Numero de Didmetro de
Tuberizacio (%) microtubérculos microtubérculos
por planta (mm)
Espectro de luz
Branca 63,3b 1,33 b 5,23 a
Azul 90,5 a 1,65 a 5,02 ab
Vermelha 95,5a 1,73 a 4,51b
Cinetina (mg.L™")
0,0 81,6 ab 1,43 b 5,06 a
1,0 91,1a 1,58 ab 491 a
2,0 76,6 b 1,68 a 4,79 a
ANA (mg.L")
0,0 86,2 a 1,67 a 5,02a
1,0 80,0 a 1,46 b 4,82 a
CV (%) 25,18 2435 22,09

Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. CV — Coeficiente de variacao.

Os espectros de luz azul e vermelho vém sendo estudados por serem facilmente absorvidos
pelas plantas e tém apresentado diferentes respostas de acordo com a espécie [24]. Uma dessas
repostas € a indugdo de tuberizagdo, corroborando com o observado neste estudo, em que os
espectros de luz azul e vermelho promoveram uma maior porcentagem de tuberizagdo. O efeito
desses espectros de luz foi avaliado para batata (Solanum tuberosum) e observou-se que a luz
azul promoveu a formag¢do precoce € um aumento no nimero de microtubérculo por planta [25]
e, sob o aumento da luz vermelha extrema, observou-se iniciacao acelerada da tuberizacao [12].
Também em batata a combinacao entre luzes LED vermelha e azul, na proporg¢do 3:1, favoreceu
a tuberizagao in vitro, aumentando o nimero de microtubérculos produzidos [26].

A luz branca proporcionou uma menor porcentagem de tuberizagdo e numero de
microtubérculos por planta que, no entanto, apresentaram maior diametro (5,23 mm). A
utilizagdo da luz azul proporcionou didmetro médio de microtubérculo estatisticamente igual
ao da luz branca, além de proporcionar maior porcentagem de tuberizacdo ¢ nimero de
microtubérculos formados. J& com a utilizacdo da luz vermelha, que apresentou a maior
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tuberizacdo e nimero de microtubérculos, observou-se menor média para didmetro (4,51 mm)
(Tabela 2). A produgdo de microtubérculos maiores pode ser importante para utiliza-los como
material propagativo, por conter mais reserva para gerar plantas mais vigorosas [1]. Por outro
lado, a luz vermelha pode proporcionar uma maior quantidade total de microtubérculos
produzidos, aumentando o rendimento total.

Isso pode ser explicado pelo fato da luz vermelha estar relacionada ao alongamento do caule,
podendo gerar um acimulo dos produtos fotossintéticos principalmente na parte aérea da planta
[27]. Em batata (Solanum tuberosum L.) a luz vermelha extrema foi responsavel pelo aumento
no nimero de tubérculos, o que favoreceu o aumento do rendimento total por planta [9].

Ao utilizar a concentracdo de 1,0 mg.L! de CIN, observou-se uma maior porcentagem de
tuberizagdo (91,1%), a qual foi estatisticamente igual ao tratamento que ndo utilizou CIN (81,6
%) (Tabela 2). A suplementacio do meio de cultivo com 2,0 mg.L™! de CIN proporcionou maior
nimero de microtubérculos por planta (1,68) que foi estatisticamente igual ao resultado
observado para a concentracdo 1,0 mg.L' (1,58). Para didmetro de microtubérculo, as
concentragdes de CIN avaliadas ndo diferiram estatisticamente (Tabela 2).

A utilizagdo de CIN no meio de cultivo proporcionou aumento do nimero de
microtubérculos formados. Em estudo sobre fatores que afetam a tuberizagdo de batata in vitro,
demonstrou-se que a CIN atuou na iniciacao dos tubérculos quando utilizada a concentracao de
2,5 mg.L"! em meio com alto teor de sacarose (90 g.L™!) [4]. Também foi demonstrado que esta
atua principalmente no aumento do niumero de tubérculos, devido ao seu efeito no alongamento
celular [7].

O meio de cultivo sem a adi¢do de ANA proporcionou o maior nimero de microtubéculos
por planta (1,67), enquanto para porcentagem de tuberizagdo e didmetro de microtubérculos as
diferentes concentracoes de ANA nao diferiram estatisticamente (Tabela 2). O ANA foi
relatado como uma auxina que poderia estimular a divisdo celular, levando ao aumento do
volume das células e microtubérculos gerados [28]. No entanto, a resposta a tuberizagao varia
devido a concentragcdo hormonal aplicada ao meio de cultivo [29]. No caso deste experimento,
as concentragdoes de ANA utilizadas ndo produziram resposta para inducao da tuberizagao.

Houve interacdo tripla entre os fatores espectros de luz, concentragdes de ANA e de CIN
para massa fresca de microtubérculo (Tabela 3). Maiores médias foram observadas para os
espectros de luz branca e azul (320,4 e 276,8 mg, respectivamente) sem adicdo de CIN (0,0
mg.L") e com 1,0 mg.L!' de ANA. As médias de massa fresca de microtubérculos foram
estatisticamente iguais para os trés espectros de luz sem a adi¢io de ANA (0,0 mg.L") e de CIN
(0,0 mg.L") a0 meio de cultivo. A utilizagdo da luz azul proporcionou média superior a da luz
vermelha e estatisticamente igual a da luz branca quando foi utilizado 1,0 mg.L"! de CIN e 0,0
(161,8 e 218,8 mg, respectivamente) ou 1,0 mg.L™!' (150,4 e 276,8 mg) de ANA. Na auséncia
de ANA, a luz vermelha foi superior a azul e estatisticamente igual a branca na concentragao
de 2,0 mg.L! de CIN (185,4 e 164,8 mg, respectivamente). Finalmente, a utilizagdo de 1,0
mg.L! de ANA e 2,0 mg.L"! de CIN proporcionou maior média quando associada a luz azul
(189,1 mg).

A auséncia de ANA (0,0 mg.L!) proporcionou maiores médias de massa fresca com a
utilizagdo de luz vermelha e 0,0 mg.L™! de CIN (222,1 mg) e para as luzes branca (164,8 mg) e
vermelha (185,4 mg) com 2,0 mg.L"! de CIN (Tabela 3). As concentracdes de ANA avaliadas
foram estatisticamente iguais para os espectros de luz avaliados com a utiliza¢do de 1,0 mg.L™!
de CIN.

Considerando as concentra¢des de CIN utilizadas, a utiliza¢do de 0,0 mg.L™' e 1,0 mg.L! de
CIN proporcionou maiores médias de massa fresca quando foi utilizada a luz azul para a
concentragio de 0,0 mg.L! de ANA (192,2 e 218,8 mg, respectivamente); e, para a
concentracdo 0,0 mg.L™! de CIN, com a utilizagdo de 1,0 mg.L"! de ANA, observou-se maior
média para a luz branca (320,4 mg) (Tabela 3). As diferentes concentragdes de CIN foram
estatisticamente iguais ao utilizar luz branca e 0,0 mg.L! de ANA e luz vermelha e 1,0 mg.L!
de ANA. A concentragio 0,0 mg.L"! de CIN foi superior a 2,0 mg.L™! e estatisticamente igual a
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1,0 mg.L'!, ao utilizar luz azul e 1,0 mg.L"! de ANA. A concentragio 0,0 mg.L' de CIN foi
superior a 1,0 mg.L"! e estatisticamente igual a 2,0 mg.L™!, ao utilizar luz vermelha e 0,0 mg.L-
! de ANA (Tabela 3).

Tabela 3: Massa fresca de microtubérculos (mg) de Dioscorea sp. em fungdo dos espectros de luz e
das diferentes concentragoes de dcido 1-naftaleno-acético (ANA) e cinetina (CIN).

-1
Espectro de luz 0.0 ANA (mg.L7) 10
Cinetina (0,0 mg.L")
Branca 158,1aBa 3204a Ao
Azul 192,2aBa 2769 a A a
Vermelha 222, 1a A« 1278 bB a
Cinetina (1,0 mg.L")
Branca 161,8 ab A a 150,4ab A B
Azul 218,8aAa 228,1 a A of
Vermelha 110,L1bAPB 1475b A a
Cinetina (2,0 mg.L")
Branca 164,8 ab A o 89,9b BB
Azul 106,8b B p 189,1a AP
Vermelha 185,4a A aff 102, 7b B a
CV (%) 29,52

Médias seguidas da mesma letra minuscula, na coluna, maiuscula, na linha, e grega, entre concentragoes
de cinetina, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. CV — Coeficiente de
variagao.

Fatores como espectro de luz, citocininas e auxinas, sdo conhecidos por influenciar o
processo de tuberizacdo [1]. No caso deste trabalho, tais fatores tiveram um efeito conjunto para
a varidvel massa fresca dos microtubérculos formados. Observou-se que ndo houve diferenca
significativa para a massa fresca entre os espectros de luz sem a adicdo de ANA e CIN. Neste
caso, a utilizac¢ao dos reguladores de crescimento parece ter sido importante para o aumento da
massa dos microtubérculos, o que foi observado para Dioscorea alata. Para esta espécie, o uso
de reguladores de crescimento como ANA no meio de cultivo estimulou o crescimento dos
microtubérculos, enquanto as citocininas CIN, BA e zeatina produziram microtubérculos com
menores massas frescas [30]. Isso pode estar associado ao papel destes reguladores, visto que
a CIN permite a divisao celular, enquanto o ANA regula o crescimento de 6érgaos [8]. No cultivo
in vitro de mandioca, o sinergismo entre BA ¢ ANA foi favoravel para o crescimento das raizes
tuberosas, quando em concentragdes adequadas no meio de cultivo [32]. O peso fresco dos
microtubérculos de Dioscorea deltoidea aumentaram com altas concentracdes de ANA para 2,0
mg.L!' e com 1,0 mg.L"! da citocinina BA [5].

Maiores médias de massa fresca de microtubérculos foram observadas na luz branca ou azul,
com a adi¢do de 1,0 mg.L™! de ANA e sem a presen¢a de CIN. Os espectros de luz azul e branca
apresentam efeito no crescimento e aumento de massa fresca de microtubérculos de batata [11,
26]. A luz azul produz aumento nos teores de agticar e amido durante o processo de tuberizagao,
favorecendo o acumulo de biomassa nos microtubérculos [31].

A utiliza¢do de 90 g.L"! de sacarose, 1 mg.L! de CIN, 1 mg.L"! de ANA e o espectro de luz
azul parece favorecer a produ¢do de microtubérculos de inhame. Alteragdes hormonais sdo
observadas durante a indugao e iniciagdo da tuberiza¢do. A auxina contribui para o aumento do
tubérculo e a citocinina com o nimero produzido, sendo a resposta a esses hormonios
dependente da concentracdo de sacarose no meio de cultivo. Apoés a indugdo, ¢ notado o
aumento da fotossintese e do transporte de carboidratos para os tubérculos em formagao.
Portanto, o aumento do fornecimento de sacarose € necessario para a biossintese de amido e
consequente crescimento do tubérculo [1]. A luz azul ¢ utilizada pelos estobmatos como sinal
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para abertura, uma resposta sensorial que permite a entrada de CO2 na folha. Acredita-se que,
apos a percepgao dos estimulos pelo fitocromo presente nas folhas, o sinal ¢ enviado pelos
hormonios vegetais. Esse sinal inicia a divisdo celular, expansdo e orientagcdo do crescimento
celular, que daré origem ao novo 6rgao [33].

5.4. CONCLUSOES

O aumento da concentracao de sacarose no meio de cultivo favorece a tuberizacao in vitro
de inhame. Os espectros de luz e diferentes concentracdes de reguladores de crescimento
avaliados interferem na inducao e rendimento dos microtubérculos.

O meio de cultivo MS suplementado com 90 g.L! de sacarose, 1 mg.L"! de cinetina e 1
mg.L! de 4cido 1-naftaleno-acético e cultivo sob o espectro de luz azul contribuem para a
produgdo de microtubérculos de inhame.
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6. ARTIGO 3 ]
DIVERSIDADE GENETICA DE INHAME (Dioscorea sp.) POR MEIO DE
MARCADORES MORFOLOGICOS E MOLECULARES

Artigo formatado de acordo com as normas do periodico Genetic Resources and Crop
Evolution

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a diversidade genética de genotipos de Dioscorea
sp. provenientes de estados do Nordeste brasileiro (Sergipe, Bahia, Alagoas e Paraiba), por
meio da marcadores morfologicos e moleculares. Para isso, foram coletados 52 genoétipos de
inhame em locais de comercializagdo e diretamente de produtores rurais. Para a caracterizagao
morfoldgica, foram utilizados 31 descritores morfoldgicos para a cultura do inhame. Observou-
se que o coeficiente de variacao ambiental (CV.) da maioria dos descritores avaliados foi maior
do que o coeficiente de variacdo genética (CVy) e que houve herdabilidade alta apenas para a
cor do caule (86,86%). A maior correlacao positiva significativa foi entre presenca de tubérculo
e presenca de raiz na superficie do tubérculo (r = 1; p <0,001). Os genotipos foram agrupados
em sete grupos distintos com base nos descritores morfoldgicos avaliados. Para a caracterizagao
molecular, foram utilizados primers SSR (9) e ISSR (16). Os primers utilizados foram
considerados informativos, apresentando alto contetido de informacao polimorfica e 100% das
bandas foram polimorficas. A diversidade genética foi estimada pelos pardmetros niimero de
alelo (2,00), nimero efetivo de alelo (1,30), heterozigosidade esperada (0,211) e indice de
Shannon (0,351). Os 52 genoétipos foram agrupados em sete grupos conforme a distancia de
Jaccard. A estrutura genética da populacao em K=2 revela o compartilhamento de alelos entre
os genotipos de diferentes origens geograficas. A caracterizagdo morfologica e molecular revela
a existéncia de alta diversidade genética entre os 52 genotipos de Dioscorea sp. e baixa
diversidade entre os locais de coleta.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to assess the genetic diversity of Dioscorea sp. genotypes
from several states in northeastern Brazil (Sergipe, Bahia, Alagoas, and Paraiba) through
morphological and molecular characterization. For this, 52 yam genotypes were collected from
marketplaces and directly from rural producers. Thirty-one morphological descriptors for yam
cultivation were used for morphological characterization. It was observed that the CV, were
higher than the CVj for most of the evaluated descriptors, with high heritability observed only
for stem color (86.86%). The highest significant positive correlation was found between tuber
presence and surface root presence on the tuber (r = 1; p <0.001). Genotypes were grouped into
seven distinct clusters based on the evaluated morphological descriptors. For molecular
characterization, SSR (9) and ISSR (16) primers were used. The used primers were considered
informative, displaying a high content of polymorphic information and 100% of the bands were
polymorphic. Genetic diversity was estimated by the parameters number of alleles (2.00),
effective number of alleles (1.30), expected heterozygosity (0.211), and Shannon's index
(0.351). The 52 genotypes were grouped into seven clusters based on Jaccard's distance. The
population's genetic structure at K=2 revealed allele sharing among genotypes from different
geographical origins. Morphological and molecular characterization indicates high genetic
diversity among the 52 Dioscorea sp. genotypes and low diversity among locations of
collection.
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6.1. Introducao

O inhame (Dioscorea sp.), devido ao alto teor de carboidrato dos seus tubérculos, ¢
considerada uma cultura de seguranca alimentar para vérios paises (Rao et al. 2020). E uma
planta didica (Norman et al. 2021) e com taxa de floragdo baixa ou inexistente em cultivos
comerciais (Mondo et al. 2020). Assim, a principal forma de propaga¢ao da cultura adotada
pelos produtores ¢ a vegetativa (Borges-Garcia et al. 2018).

No Brasil, os agricultores familiares tém sofrido com pressdes econdmicas, tais como o
avanco de monocultivos e a falta de investimentos de setores publicos e privados, que
provocaram uma reduc¢ao das atividades agricolas, levando a perda da diversidade genética das
espécies de inhame (Siqueira 2011). Neste sentido, ha uma necessidade de estudos para estimar
a diversidade genética que ¢ gerida por esses agricultores e desenvolver estratégias para a
conservacdo e manutencdo de variedades tradicionais que sdo uma importante fonte de alelos
para varias caracteristicas agrondmicas desejaveis, tais como resisténcia a pragas e patdgenos
e tolerancia aos fatores abiodticos (Nascimento et al. 2015). Assim, estimar a diversidade
genética de germoplasma de inhame provenientes de diferentes origens geograficas para fins
de cultivo é importante para a conservacao e uso dos recursos genéticos nas regides produtoras
(Adjei et al. 2023).

Os estudos de diversidade genética do inhame baseiam-se principalmente em marcadores
morfologicos € moleculares (Adjei et al. 2023). Os marcadores morfoldégicos comumente
utilizados para espécies do género Dioscorea sdo formato, cor, comprimento e largura da folha;
presenca de asa; cor da casca, da polpa e peso do tubérculo, utilizadas na caracterizagao
morfoldgica de diferentes (Wu et al. 2019; Cao et al. 2021; Chen et al. 2022).

Apesar da importancia para caracterizagao de germoplasma, as caracteristicas fenotipicas
apresentam a limitagdo de estarem sujeitas as variacdes ambientais (Cao et al. 2021). Uma
alternativa para mitigar este problema ¢ a associagao de marcadores morfologicos e moleculares
(Agre et al. 2021). Dentre os marcadores que tém sido utilizados em estudos de diversidade
genética para o género Dioscorea estao o SSR (Simple Sequence Repeat) € o ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat). Marcadores SSR tém sido utilizados para estudos genéticos de germoplasma
de inhame, sendo considerados informativos e apresentando alto poder de discriminacao (Loko
etal. 2016; Girma et al. 2017; Chen et al. 2022; Kalu et al. 2022). Os marcadores ISSR também
permitiram detectar alto nivel de polimorfismo para a espécie Dioscorea alata L. (83,62%)
(Castaneda-Cardona et al. 2020) e para 21 ragas locais de Dioscorea spp. (93,5%) da China
(Wu et al. 2014).

Portanto, considerando a importancia social e econdmica da cultura e a necessidade de
mais informagdes sobre os recursos genéticos de inhame geridos pelos agricultores, objetivou-
se com este estudo avaliar a diversidade genética de gendtipos de Dioscorea sp., provenientes
de alguns estados do Nordeste brasileiro, por meio da caracterizagdo morfoldgica e molecular.

6.2. Material e Métodos

6.2.1. Coleta do material vegetal
Um total de 52 gendtipos de inhame foram utilizados no presente estudo, adquiridos em
feira livre, mercados atacadistas e diretamente do local de producao (Tabela 1, Figura 1).

6.2.2. Caracterizacao morfoldogica

Para a caracterizagdo morfologica, foram utilizadas trés repeti¢cdes para cada gendtipo, as
quais foram plantadas no més de fevereiro de 2021 no Espago de Vivéncia Agroecologica da
Universidade Federal de Sergipe. Os descritores morfologicos foram selecionados com base na
literatura (IPGRI 1997). Um total de 31 descritores morfologicos foram avaliados, relacionados
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as folhas, caule, florescimento, raiz e tubérculo, com 18 varidveis qualitativas e 13 varidveis
quantitativas (Tabela 2). As varidveis de parte aérea foram avaliadas quando as plantas tinham
90 dias pds-plantio. As varidveis relacionadas ao tubérculo foram avaliadas quando as plantas
secaram completamente, atingindo o ponto de colheita, que ocorreu entre agosto e setembro de
2021.

Os componentes de variancia foram estimados por meio do modelo: y=u+g+e, em que y
¢ o vetor de dados; u ¢ a média geral (efeito fixo); g ¢ o vetor de efeitos genotipicos (efeito
aleatorio); e e € o vetor de residuos (efeito aleatério). As andlises foram realizadas utilizando o
software R (R Core Team 2022), com o auxilio do pacote lme4 (Bates et al. 2015) ¢ a
significancia foi testada por meio do pacote ImerTest (Kuznetsova et al. 2017).

2
A herdabilidade no sentido amplo foi estimada por meio da formula: hf = (02?02> x100,
gTtOe

em que agz ¢ a variancia genética e o2 ¢ a varidncia ambiental. O coeficiente de variagio
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genética (CV;) foi calculado por meio da férmula: CV; (%) = TxlOO e o coeficiente de

O'Z
variagdo residual (CV,) pela formula: CV, = g x 100.

A relagdo entre as variaveis morfologicas analisadas foi estimada por meio do coeficiente
de correlacao de Pearson e visualizada usando o pacote corrplot (Wei e Simko 2021). A analise
de componentes principais (PCA) foi realizada por meio do pacote stats (R core team 2022) e
a visualizacao grafica por meio do pacote factoextra (Kassambara and Mundt 2020). Os pacotes
utilizados foram desenvolvidos para o software R (R Core Team 2022).

A matriz de dissimilaridade de Gower entre os genotipos foi calculada utilizando o pacote
MultivariateAnalysis (Azevedo 2021) e o dendrograma foi obtido por meio do método de
agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Averages) utilizando
o pacote factoextra (Kassambara e Mundt 2020). Para determinar o niimero de grupos
formados, utilizou-se o método de Mojena (1977) por meio do pacote Multivariate Analysis
(Azevedo 2021). Os pacotes utilizados foram desenvolvidos para o software R (R Core Team
2022).

6.2.3. Caracterizacao molecular
Extracao de DNA

A extracdo de DNA foi realizada por meio do método CTAB 2X (Cetyl Trimethyl
Ammonium Bromide) descrito por Nienhuis et al. (1995), com modifica¢gdes. Em um almofariz,
100 mg de folhas foram maceradas com auxilio de almofariz e pistilo e 1 mL de tampao de
extracdo CTAB 2X (2% de CTAB, 100 mM de Tris (pH 8,0), 20 mM de EDTA (pH 8,0), 1,4
M de NaCl e 1% de PVP), 4 uL de B-mercaptoetanol e PVP-40 (2%) (Polivinilpirrolidona). O
material macerado foi acondicionado em tubo eppendorf e incubado a 65°C por 60 minutos.
Ap0s esse periodo, foram adicionados 800 puL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) e os
tubos foram agitados lentamente até¢ a obtencdo de uma emulsdo e, posteriormente,
centrifugados a 17.709 g por 20 minutos. O sobrenadante foi transferido para um tubo contendo
600 puL de isopropanol gelado e, em seguida, colocado no freezer por no minimo uma hora a -
20°C. Apoés essa etapa, as amostras foram centrifugas a 17.709 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado (DNA) lavado uma vez com 400 uL de acetato de
amonio + etanol (7,5 M) (centrifugado a 12.298 g por 5 minutos), duas vezes com 400 uL de
etanol 70% (centrifugado a 12.298 g por 5 minutos) e uma vez com 400 pL de etanol PA
(centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos). Em seguida, o precipitado foi mantido em
temperatura ambiente até secar. Depois de seco, 0 DNA foi solubilizado em 100 pL de solugdo
TE (10 mM Tris, | mM EDTA, pH = 8.0) contendo 10 ng/ ul de RNAse, levado para o banho
maria seco (37°C por 30 min) e depois armazenado no freezer a -20°C.
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A concentracdo do DNA foi determinada por meio do espectrofotometro da Thermo
Scientific NanoDrop 2000c. A qualidade do DNA foi observada em gel de agarose 1% em TBE
1,0X (0,045M Tris-borato e 0,001M de EDTA). O gel foi submetido a eletroforese horizontal
(105V por 100 minutos) e, em seguida, corado com brometo de etideo (0,5 ul.mL™!), visualizado
sob luz ultravioleta e fotodocumentado (Loccus Biotecnologia).

Analise de PCR

A caracterizagdao molecular foi realizada por meio de marcadores SSR (Simple Sequence
Repeat) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeat). Foram testados 10 primers SSR e 30 primers
ISSR. Ao final, foram selecionados aqueles que amplificaram e apresentaram boa resolugao,
sendo utilizados neste estudo 9 primers SSR e 16 ISSR (Tabela 3).

Para as reagdes de amplificagdo utilizando marcadores SSR, foi adotado um volume final
de 20 pL contendo 2 pL de tampao PCR 10X; 0,6 puL de cloreto de magnésio (50mM); 0,4 pLL
de ANTP (10mM); 0,2 uLL da enzima Taq DNA polimerase (1U -Invitrogem platinum); 0,2 uL
de cada oligonucleotidio iniciador (10 uM), IuL. do DNA gendmico (5 ng) e agua ultrapura
para completar o volume.

Para as reagdes de amplificacdo dos marcadores ISSR, foi adotado um volume final de
20 uL contendo 2 pL de tampao PCR 10X; 0,6 uL de cloreto de magnésio (5S0mM); 0,4 uL de
dNTP (10mM); 0,2 uL da enzima Taq DNA polimerase (1U -Invitrogem platinum); 1 pL do
oligonucleotidio iniciador (10 uM), 1uL. do DNA gendmico (5 ng) e agua ultrapura para
completar o volume.

As reagdes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador Maxygene Gradient
Axygen, submetidas a 40 ciclos de amplificacdo apds a desnaturacdo inicial de 94 °C por 3
minutos. Cada ciclo foi composto por trés temperaturas: 1 minuto para desnaturacao a 94°C, 1
minuto para anelamento na temperatura especifica para cada oligonucleotideo, e 1 minuto para
a extensdo a 72°C. Ao final dos 40 ciclos, foi realizada uma extensdo final a 72°C por 10
minutos.

Os produtos da amplificagdo foram submetidos a eletroforese horizontal, utilizando-se
gel de agarose 2,0% em tampao TBE 1,0X, a 105V por 100 minutos. Em seguida, o gel foi
corado com brometo de etideo (0,5 p.mL™") e os produtos da amplificacdo visualizados sob luz
ultravioleta e fotodocumentado (Loccus Biotecnologia). Foi utilizado um marcador de tamanho
molecular de 100 pares de bases como referéncia para os fragmentos gerados.

Analises estatisticas

A presenga (1) e auséncia (0) de bandas foram usadas para a constru¢do da matriz binaria,
a qual foi utilizada para estimar os parametros genéticos descritos a seguir. O valor de PIC
(Conteudo de informacdo polimorfica) para cada primer foi estimado por meio da expressao
PIC = 2f;(1 — f;), em que f; ¢ a frequéncia do alelo amplificado (presenca de banda) e 1-f; ¢
a frequéncia do alelo nulo (Roldan-Ruiz et al. 2000).

A caracterizagdo da variabilidade genética dos gendtipos de Dioscorea sp. foi realizada a
partir das estimativas do niimero de alelos observados (Na) e efetivos (Ne); Indice de
Informagdo de Shannon (I); Heterozigosidade esperada (He), calculada de acordo com as
proporgdes esperadas pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg (Nei 1978); e Porcentagem de
polimorfismo (%P). As analises foram realizadas por meio do software Genalex 6.5 (Peakall
and Smouse 2012).

A distancia genética entre os genotipos foi avaliada por meio da distancia genética de
Jaccard (1908), visualizada pela constru¢do de um dendrograma utilizando o algoritmo
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Means) e o niumero de grupos
formados foi determinado pelo método de Mojena (1977). A anélise foi realizada com o auxilio
do pacote MultivariateAnalysis (Azevedo 2021) para R (R Core Team 2022) e 9999 bootstraps
foram realizados para inferir sobre a confiabilidade dos agrupamentos. O pacote factoextra para
R (Kassambara e Mundt 2020) foi utilizado para formatar o dendrograma obtido (Azevedo
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2021). A anélise de coordenadas principais (PCoA) foi realizada por meio software Genalex
6.5 (Peakall e Smouse 2012).

A anélise bayesiana foi realizada para estimar a estrutura genética dos genotipos por meio
do software Structure v.2.3.4 (Pritchard et al. 2000). Foram testados valores de agrupamentos
genéticos (k) variando de 1 a 5 e, para cada k, foram realizadas 10 repeti¢des independentes.
Cada repeticao consistiu em um periodo de burn in de 50.000 iteragdes, seguido de 100.000
iteracdes MCMC (Markov Chain Monte Carlo), assumindo o modelo admixture ancestry e
frequéncia de alelos ndo correlacionadas. O nimero de grupos genéticos (k) foi identificado
pelo método AK (Evanno et al. 2005), implementado no software Structure Harvester (Earl and
Holdt 2012).

6.3. Resultados
Caracterizacao morfologica

A caracterizacado morfologica dos 52 genotipos de Dioscorea sp. revelou que dos 31
descritores utilizados, seis ndo permitiram a distingdo entre eles. Todos os gendtipos avaliados
eram plantas trepadeiras, com presenga de espinhos no caule, folhas opostas, forma do apice da
folha agudo e apresentaram tubérculo e raiz na superficie do tubérculo.

A andlise de variancia mostrou diferencas significativas para os descritores florescimento,
habito de crescimento, cor e didmetro do caule, tamanho da asa, nimero de espinhos (Tabela
4), 12 (largura entre os ldbulos), L2 (comprimento do &pice foliar a inser¢ao do peciolo), L3
(comprimento do l6bulo foliar) (Tabela 5) € namero e forma do tubérculo (Tabela 6). Os CV,

(%) variaram de 0,0 para formato de folha a 121,8 para florescimento e os CV, (%) variaram de
4,21 para habito de crescimento a 206,76 para presenca de raiz de sustentacdo. Observou-se
que os CV, foram maiores do que o CV, para todos os parametros avaliados, exceto para a cor
do caule (Tabelas 4, 5 e 6). Alta herdabilidade foi obtida apenas para o parametro cor do caule
(86, 86%) (Tabela 4). Para os demais parametros avaliados, a herdabilidade foi considerada
média a baixa variando de 43,85% a 0,0% (Tabelas 4, 5 ¢ 6).

Observou-se que em 84,6% dos gendtipos, o florescimento (FL) foi ausente, enquanto
apenas 15,4% floresceram (Tabela 7). Quanto ao hébito de crescimento (GL), 98%
apresentavam crescimento anti-horério, enquanto 2% apresentavam crescimento horario. Em
relagdo a cor do caule (SC), 55,7% apresentavam caule verde, 32,7% verde/roxo e 11,6% roxo.
A presenga de asas (PrW) foi observada em 88,4% dos genotipos, sendo que em 53,8% estavam
presentes no caule, 44,2% na base e no caule e em 2% na base do caule. Quanto ao nimero de
espinhos (NT), 64,4% apresentavam poucos, 32,7% média e 3,9% muitos espinhos no caule.

Ao analisar a forma da folha (LS), 96,1% eram cordiformes e 3,9% hastadas (Tabela 8).
Em relagdo a raiz de sustentacdo, esta estava ausente em 88,4% dos genoétipos e presente em
11,6%. A distancia entre 16bulos (LD) era intermediaria em 98% dos genotipos e muito distante
em 2%. Quanto a raiz na superficie do tubérculo (PRS), 46% apresentavam média, 40,3%
poucas e 13,7% muitas raizes na superficie do tubérculo. Quanto a forma do tubérculo, 90,4%
apresentavam forma oval-redonda, 7,7% oval e 1,9% redonda. Em relagdo a cor da polpa do
tubérculo (PC), 73% eram brancas/amarelas, 13,5% amarelas e 13,5% brancas.

As médias dos descritores quantitativos estdo apresentadas na Tabela 9. O nlimero médio
de caules variou de 1,0 (52% dos gendtipos) a 4,7 (SE26) e o didmetro médio do caule (SD)
variou de 2,6 (AL1) a 8,0 mm (PB1). O tamanho médio da asa (WS) variou de 8,5 (AL1) a 30,8
mm (SE15). A 4rea foliar média (LA) variou de 64,1 (AL2) a 165,0 cm? (ALS), a largura média
no centro da folha (11) variou de 3,7 (SE14) a 5,7 cm (SE25), a largura média dos l6bulos foliar
(12) variou de 2,6 (BA7) a 6,1 cm (SE7), o comprimento médio do 4pice foliar a inser¢ao do
peciolo (L2) variou de 6,4 (AL5) a9,2 cm (BA4 e AL1), o comprimento médio do 16bulo foliar
(L3) variou de 0,9 (SE14) a 2,2 cm (SE25) e o comprimento médio do peciolo (PL) variou de
3,4 (SE18)a 5,1 cm (SE19 e SE30). O numero médio de tubérculos (NT) produzidos por planta
variou de 1,0 (44,2% dos gendtipos) a 3,7 (SE26), o comprimento médio do tubérculo (TL)
variou de 7,0 (SE15) a43,5 cm (PB3), o diametro médio do tubérculo (TD) variou de 3,4 (SE15)
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a 37,9 mm (SE11) e a massa fresca média do tubérculo (TFW) variou de 69,6 (SE15) a 2.123,9
g (SE1).

Os dois primeiros componentes principais explicaram 33,16% da variagdo total (Figura
2). O primeiro componente principal (PC1) foi responsavel por 18,33% da variagdo total e foi
correlacionado positivamente com: florescimento; diametro do caule; presenca, posicdo e
tamanho da asa; numero de espinhos; raiz de sustentagdo; forma e distancia entre os 16bulos da
folha; 11; L3; presenga de tubérculo; presenga de raiz na superficie do tubérculo; forma,
comprimento, didmetro e massa fresca do tubérculo. Esse componente foi negativamente
associado ao: habito de crescimento; niumero e cor do caule; area foliar; 12; L2; comprimento
do peciolo; nimero de tubérculo; numero de raiz na superficie do tubérculo e cor da polpa do
tubérculo. Os genoétipos que contribuiram positivamente para o PC1 foram: SE1, SE4, SES,
SE6, SE8, SE9, SE11, SE13, SE16, SE17, SE18, SE19, SE20, SE21, SE23, SE25, SE28, SE29,
BA1, PBI1, PB2, AL3 e AL5 (Figura 2).

O segundo componente principal (PC2) foi responsavel por 14,83% da variagdo total
(Figura 2) e foi correlacionado positivamente com: florescimento; numero e cor do caule; area
foliar; 11; 12; L2; L3; comprimento do peciolo; nimero de tubérculo por planta; nimero de
raizes na superficie do tubérculo; comprimento, diametro e massa fresca de tubérculo. Foi
negativamente relacionado ao habito de crescimento; didmetro de caule; presenca; posicao e
tamanho da asa; nimero de espinhos; presenca de raiz de sustenta¢do; forma e distancia entre
os lobulos foliar; presenga de tubérculo; presenca de raiz na superficie do tubérculo; formato e
cor da polpa do tubérculo. Os gendtipos que contribuiram positivamente para o PC1 foram:
SE2, SE3, SE6, SE7, SE8, SE11, SE13, SE17, SE20, SE22, SE23, SE24, SE25, SE26, SE27,
SE29, SE30, SE32, BA1, BA2, BA3, BA4, BAS, PB1, PB2, AL1, AL7, AL8 ¢ AL9 (Figura 2).

Foram observadas 68 correlagdes significativas entre os parametros avaliados, sendo 46
positivas e 22 negativas (Figura 3). A maior correlag@o positiva significativa foi entre presenga
de tubérculo e presenca de raiz na superficie do tubérculo (r = 1; p <0,001). Numero de caule
correlacionou positivamente com nimero de espinhos (r = 0,78; p < 0,001). Forma do tubérculo
correlacionou positivamente com presenga de tubérculo e nimero de raizes na superficie do
tubérculo (r = 0,76; p <0,001). As maiores correlacdes negativas foram observadas entre L2 e
distancia entre lobulos, comprimento do peciolo e comprimento do tubérculo, cor do caule e
tamanho da asa, nimero de tubérculo e massa fresca de tubérculo (r = -0,28; p <0,05).

Os 52 genotipos Dioscorea sp. foram agrupados em sete grupos distintos com base nos
descritores morfoldgicos avaliados (Figura 4). O grupo I apresentou o maior nimero de
genotipos (29), provenientes de Sergipe (20), Bahia (7), Alagoas (1) e Paraiba (1). Os genotipos
do grupo I caracterizaram-se por apresentar um caule por planta, de coloracao verde e didmetro
médio de 5,18 mm, formagdo de um tubérculo por planta e poucas raizes na superficie do
tubérculo. O grupo IV foi composto por 18 gendtipos, sendo 10 de Sergipe, sete de Alagoas e
um da Paraiba. Os genoétipos deste grupo caracterizaram-se por apresentar dois caules por
planta, de coloragdo verde/roxo e diametro médio de 3,8 mm, formag¢ao de dois tubérculos por
planta, com muitas raizes na superficie do tubérculo. Os grupos II, III, V, VI e VII foram
compostos por apenas um genotipo (SE4, SE11, PB1, SEI e AL, respectivamente).

Caracterizacao molecular

Um total de 123 bandas foram amplificadas utilizando 9 primers SSR e 16 primers ISSR
(Tabela 3). Observou-se que 100% das bandas foram polimoérficas. O valor do Contetido de
Informagao Polimofica (PIC) variou de 0,16 (UBC 809) a 0,47 (YM33) (Tabela 3). Os valores
de numero observado de alelos (Na) e numero efetivo de alelos (Ne) foram 2,00 e 1,30,
respectivamente. O indice de informacao de Shannon foi igual a 0,351 e a heterozigosidade
esperada (He) foi igual a 0,211 (Tabela 10).

O agrupamento dos 52 gendtipos foi observado por meio do método de agrupamento
UPGMA com base na distancia genética de Jaccard (Figura 5). Os gendtipos foram divididos
em sete grupos geneticamente distintos, com membros semelhantes entre si. O grupo I foi



62

composto por sete genotipos, sendo trés de Alagoas (AL8, AL6 e AL7), trés de Sergipe (SES,
SE9 e SE18) e um da Paraiba (PB3). O grupo II compreendeu seis genotipos, incluindo quatro
de Sergipe (SE30, SE27, SES5 e SE13), um da Bahia (BA7) e um de Alagoas (AL9). O grupo
IIT compreendeu o maior numero de genotipos (33), com a maior parte provenientes de Sergipe
(23 genotipos) e os demais de Alagoas (5), da Bahia (3) e Paraiba (2). O grupo IV foi composto
por dois gendtipos de Sergipe (SE19 e SE15). O grupo V compreendeu dois genodtipos da Bahia
(BA6 e BA7). O grupo VI foi composto por um gendtipo de Sergipe (SE17). O grupo VII foi
composto por um genotipo da Bahia (BA4).

A menor distancia de Jaccard foi observada entre os gendtipos SE10 e SE7 (0,26) e a
maior distancia foi observada entre o genotipo BA4 e os gendtipos SE4, SES, SE6, SE8, SE9,
SE11, SE12, SE13, SE14, SE15, SE17, SE18, SE19, SE20, SE21, SE23, SE27, SE29, SE28,
SE29, SE30, SE31, SE32, BA1, BA2, BA3 (1,00) (Figura 5).

A andlise de coordenadas principais (Figura 6) foi realizada para analisar a distribui¢do
da variabilidade genética entre os genotipos. As duas primeiras coordenadas principais
explicaram 73,34% da variancia total dos 52 genotipos, sendo que o PCoA 1 explicou 66,44%
da varidncia total e o PCoA 2 explicou 6,90%. Observou-se que os genoétipos coletados nos
diferentes estados foram semelhantes entre si, ndo sendo possivel distingui-los quanto a origem
geografica.

Os 52 genoétipos foram divididos em dois grupos (K=2, Figura 7), em que vermelho
representa o primeiro grupo e verde representa o segundo grupo. Observou-se o
compartilhamento de alelos entre os dois grupos, apesar da origem geografica diferente.

6.4. Discussao

A diversidade genética entre 52 gendtipos de Dioscorea sp. foi avaliada por meio de
marcadores morfologicos e moleculares. Dos 31 descritores morfoldgicos avaliados, seis eram
monomorficos (tipo de planta, presenca de espinhos no caule, folhas opostas, forma do 4pice
da folha agudo, presenca de tubérculo e presenca de raiz na superficie do tubérculo) e, por isso,
foram considerados ndo informativos para a caracterizagdo do germoplasma de inhame
avaliado.

Observou-se que os valores de CV, foram maiores que CVj, para todos os descritores
avaliados, exceto para a cor do caule, indicando a maior influéncia do ambiente nesses
parametros. Esse resultado sugere que o processo de selecao em programas de melhoramento
genético pode nao ser eficaz para essas caracteristicas (Lakshmi e Amma 1980). Os coeficientes
de variacao genotipicas também foram inferiores aos coeficientes de variagdo ambiental para
todos os parametros morfologicos avaliados em estudo da variagdo genética de 27 acessos de
D. alata (Alam et al. 2014).

As estimativas da herdabilidade no sentido amplo variaram de 0,0% para forma da folha
a 86,86% para a cor do caule. Essa estimativa ¢ importante em culturas propagadas clonalmente,
visto que a propagacdo clonal captura todos os efeitos genéticos: aditivos, dominancia e
epistasia, e pode passar o gendtipo intacto para a proxima geragao (Norman et al. 2021). Dos
descritores avaliados, a cor do caule foi o Gnico que apresentou alta herdabilidade, indicando
que este apresenta maior influéncia da variacdo genotipica e os demais apresentam maior
influéncia da variagdo ambiental (Padhan et al. 2019). Assim, para esta caracteristica, a variagao
fenotipica pode ser herdada, possibilitando o sucesso da selecdo (Ramalho et al. 2012). A cor
do caule também foi o tnico descritor que apresentou CV; maior que o CV, confirmando que
esta caracteristica morfologica poderia ser util para o processo de selecio em programas de
melhoramento de Dioscorea sp.

A analise de componentes principais revelou que os gendtipos provenientes de diferentes
locais foram morfologicamente semelhantes, ndo sendo possivel distingui-los quanto a origem
geografica. O PC1 explicou 18,33% da variagdo total, sendo a contribui¢do para esta variacao
proveniente de 17 descritores avaliados.
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Observou-se correlagdes altas e positivas para as caracteristicas de tubérculo. Correlagdes
positivas para caracteristicas de tubérculo também foram observadas em estudos de
caracterizagdo de 100 acessos de D. alata (Agre et al. 2019) e de acessos D. praehensilis e D.
rotundata (Adewumi et al. 2022). As correlagdes relacionadas a descritores de tubérculo sdo
relevantes, pois caracteristicas de rendimento e qualidade do tubérculo sdo consideradas
importantes para a selecdo e melhoramento de variedades de inhame (Adewumi et al. 2022).

A avaliagdo da diversidade fenotipica utilizando descritores morfoldgicos agrupou os
genotipos em sete grupos distintos, revelando semelhangas entre os gendtipos do mesmo grupo.
O grupo I foi composto pelo maior numero de genotipos, que apresentaram a formacao de
apenas um caule, de coloracao verde e maior diametro, menor produgdo de tubérculo por planta
e com poucas raizes na superficie do tubérculo. O grupo IV foi o segundo com maior nimero
de gendtipos, que apresentaram a formacao de dois caules, de coloracdo verde/roxa e menor
didmetro, maior formacdo de tubérculos por planta e com muitas raizes na superficie do
tubérculo. Estes resultados indicaram a existéncia de diversidade morfologica entre os
gendtipos de Dioscorea sp. avaliados. Os parametros numero de tubérculos produzidos,
diametro do caule e nimero de caules também tiveram contribuigdes importantes na avaliagao
da diversidade fenotipica de acessos de D. alata (Agre et al. 2019).

A caracterizacao molecular de gen6tipos de inhame € importante para entender a variagao
genética disponivel para o manejo adequado do germoplasma (Onda e Mochida 2016) e
conservagao dos recursos genéticos nas regioes produtoras (Adjei et al. 2023). Fatores como
origem geografica dos genotipos, clima, padrdes de dispersdo, ciclo de vida, sistema
reprodutivo € composicao genética, entre outros, afetam significativamente a diversidade
genética de uma espécie (Castaiieda-Cordona et al. 2020).

Os valores de PIC foram calculados para avaliar a informatividade dos marcadores
utilizados em nosso estudo. Para marcadores dominantes, o valor de PIC varia de 0 para
marcadores monomorficos a 0,5 para marcadores que sdo presentes em 50% dos individuos e
ausente nos demais 50% (Roldan-Ruiz et al. 2000). A informatividade dos marcadores
dominantes com base nos valores do PIC pode ser considerada baixa (0 a 0,10), média (0,10 a
0,25), alta (0,30 a 0,40) ¢ muito alta (0,40 a 0,50) (Serrote et al. 2020). No nosso estudo, o PIC
variou de 0,16 a 0,47, sendo que 40% dos marcadores apresentaram informatividade média e
60% de alta a muito alta e, por isso, foram considerados informativos para detectar o
polimorfismo.

Os marcadores utilizados neste estudo foram altamente polimorficos, sugerindo a
capacidades destes de revelar a variabilidade existente entre os genotipos. Observou-se que
100% das bandas foram polimorficas para todos primers utilizados, indicando a existéncia de
alta diversidade genética entre os genotipos avaliados (Wu et al. 2014). A utilizagdo de
marcadores SSR e ISSR tem contribuido significativamente para estudos de diversidade
genética para o género Dioscorea. Alto polimorfismo (83,62%) também foi observado em
estudos com Dioscorea spp. utilizando primers ISSR (Castafieda-Cardona et al. 2020) e na
avaliacdo da diversidade genética de 21 ragas locais de inhame da China utilizando primers
ISSR (93,5%) (Wu et al. 2014). 92% dos loci foram polimérficos em estudo da diversidade
genética de D. alata L. utilizando primers SSR (Massawe e Temu 2023).

O numero de alelos (Na) e numero efetivo de alelos (Ne) observados neste estudo pode
sugerir alta diversidade genética entre os gendtipos avaliados. Quanto maior o nimero de alelos
efetivos de uma populagdo, maior ¢ a sua diversidade (Massawe e Temu 2023). Valores de Na
de 1,9 e Ne de 1,77 foram obtidos em estudo com a espécie D. polystachya (Yue et al. 2022).

O valor observado para o indice de Shannon (I) confirma a alta diversidade genética
existente entre os genotipos. O valor de I neste estudo foi maior em comparacao a 0,263 obtido
por Castafieda-cordona et al. (2020) em D. alata L. provenientes da Colombia e inferior ao
valor (1,00) encontrado por Chen et al. (2022) para 26 acessos de D. alata L. provenientes da
China. Em ambos os estudos, os valores foram considerados altos.
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A heterozigosidade esperada também revela a alta diversidade genética entre os gendtipos
avaliados. Resultados semelhantes (0,24) foram encontrados em estudo com 70 acessos de
Dioscorea spp. da Etiopia (Ousmael et al. 2019) e em acessos de Dioscorea spp. cultivados na
China (0,29) (Wu et al. 2014). Apesar de serem propagadas assexuadamente, as espécies de
Dioscorea mantém altos niveis de heterozigosidade, fato que pode estar associado ao sistema
de criagdo e autoincompatibilidade, assim como a inclusdao de novos genotipos de diferentes
localidades (Castafieda-Cordona et al. 2020). Portanto, os individuos sdo geralmente
heterozigotos e preservam a diversidade alélica no nivel individual (Nascimento et al. 2013).

Taxas de recombinagdo sdo insignificantes entre gendtipos de inhame em cultivos
comerciais, visto que os agricultores selecionam o seu material de plantacdo a partir de
tubérculos e ndo de sementes botanicas (Agre et al. 2021). A cultura ¢ predominantemente
didica, com taxa de floracdo baixa entre os inhames cultivados e os gendtipos de floragao
masculina muitas vezes superam os de feminina e diferem nos periodos de inicio e duragao da
floragao (Mondo et al. 2020). Assim, a propagagao vegetativa ¢ predominante e, na maioria dos
casos, os clones dos mesmos genotipos sdo coletados e plantados por varios anos (Nascimento
etal. 2013). E provavel que a alta diversidade genética observada seja proveniente do centro de
origem do inhame e mantida por meio da propagagdo vegetativa.

Os 52 genoétipos foram agrupados em sete grupos com base nas distancias de Jaccard.
Observou-se que nos grupos I e IV foram reunidos genotipos de diferentes locais de origem,
considerados semelhantes entre si. O agrupamento de gendtipos de diferentes locais de coleta
revela a existéncia de comercializagdo e troca de material de plantio entre regides produtoras
de inhame, podendo os genotipos semelhantes apresentarem a mesma origem geografica. A
PCoA também confirmou que os genotipos, mesmos quando coletados em locais diferentes,
sao semelhantes entre si, ndo sendo possivel distingui-los quanto a origem geografica.

A estrutura genética da populagdo avaliada revela uma baixa variabilidade genética
existente entre os locais de coleta dos gendtipos. O numero ideal de K foi igual a dois, revelando
que esta populagdo esta estruturada em dois grupos que compartilham alelos entre si. Assim,
mesmos sendo coletados em diferentes estados, os genotipos de inhame sdo misturados,
sugerindo a troca de material genético entre os agricultores das diferentes regides. Resultado
semelhante foi obtido em estudo de diversidade genética de inhame no Benin, onde verificou-
se a existéncia de fluxo génico devido ao intercAmbio inter-regional de materiais de plantio
entre os agricultores de mesmas areas ou até¢ mesmo de outros paises (Agre et al. 2021), assim
como na avaliagdo de 72 acessos de Dioscorea alata coletados em quatro regides brasileiras,
em que K foi igual a dois e todas as regides sdo altamente misturadas, como consequéncia da
troca de material genético entre os agricultores (Siqueira et al. 2014).

Os genotipos coletados em Sergipe apresentam maior compartilhamento de alelos. Este
resultado pode estar associado ao maior numero de genotipos (33) coletados neste estado,
enquanto para os demais, foram coletados menor nimero. Além disso, a coleta foi restrita a
alguns agricultores e locais de comercializagao, revelando a necessidade de aumentar o nimero
de genodtipos nos demais estados e locais de coleta.

Tanto a caracterizagdo morfologica como a molecular indicaram a existéncia de alta
diversidade genética entre os 52 genotipos de Dioscorea sp. avaliados e baixa variabilidade
entre os locais de coleta, ndo sendo possivel distinguir os genotipos quanto a origem geografica.
Em ambas as caracterizagdes, os 52 genotipos foram agrupados em sete grupos. Observou-se
que apenas 40% dos gendtipos avaliados mantiveram seus grupos, tanto no agrupamento
morfologico, quanto no molecular. A caracterizagdo morfologica apresenta a vantagem de
revelar o desempenho agrondmico de uma variedade em um determinado ambiente, mas esté
sujeita as mudancas ambientais (Darkwa et al. 2020). Isso revela a importancia de combinar a
caracterizagdo fenotipica e genotipica para melhor avaliar a diversidade genética em plantas
cultivadas e minimizar as limitagdes de qualquer abordagem de analise (Agre et al. 2021).
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6.5. Conclusoes

A caracterizagcdo morfologica e molecular revela a existéncia de alta diversidade genética
entre os 52 genotipos de Dioscorea sp. provenientes dos estados de Sergipe, Bahia, Alagoas e
Paraiba. No entanto, a diversidade entre os locais de coleta ¢ baixa, ndo sendo possivel
distinguir os gendtipos quanto a origem geografica.
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Tabela 1. Lista dos 52 genotipos de Dioscorea sp. avaliados com o local e cidade de aquisi¢ao,
estado e cidade de origem.

Genotipo  Local de aquisi¢do Cidade de aquisigéo Estado de origem Cidade de origem
SE1 CEASA Aracaju Sergipe Malhador

SE2 CEASA Aracaju Sergipe Malhador

SE3 CEASA Aracaju Sergipe Malhador

SE4 CEASA Aracaju Sergipe Malhador

SES CEASA Aracaju Sergipe Malhador

SE6 CEASA Aracaju Sergipe Malhador

SE7 CEASA Aracaju Sergipe Malhador

SE8 CEASA Aracaju Sergipe Malhador

SE9 CEASA Aracaju Sergipe Malhador

SE10 CEASA Aracaju Sergipe Malhador

SEI1 Mercado municipal Aracaju Sergipe Malhador

SE12 Mercado municipal Aracaju Sergipe Malhador

SE13 Mercado municipal Aracaju Sergipe Malhador

SE14 Mercado municipal Aracaju Sergipe Malhador

SE15 Feira livre Umbatba Sergipe Santa Rosa de Lima
SE16 Feira livre Umbatba Sergipe Santa Rosa de Lima
SE17 Feira livre Umbatba Sergipe Santa Rosa de Lima
SE18 Feira livre Umbatba Sergipe Santa Rosa de Lima
SE19 Feira livre Sédo Cristovao Sergipe Malhador

SE20 Feira livre Sédo Cristovao Sergipe Malhador

SE21 Produtor Malhador Sergipe Malhador

SE22 Produtor Malhador Sergipe Malhador

SE23 Produtor Malhador Sergipe Malhador

SE24 Produtor Malhador Sergipe Malhador

SE25 Produtor Malhador Sergipe Malhador

SE26 Produtor Malhador Sergipe Malhador

SE27 Produtor Malhador Sergipe Malhador

SE28 Produtor Malhador Sergipe Malhador

SE29 Produtor Malhador Sergipe Malhador

SE30 Produtor Malhador Sergipe Malhador

SE31 Produtor Malhador Sergipe Malhador

SE32 Produtor Malhador Sergipe Malhador

SE33 Produtor Malhador Sergipe Malhador

BAl Feira livre Gov. Mangabeira Bahia Gov. Mangabeira
BA2 Feira livre Gov. Mangabeira Bahia Gov. Mangabeira
BA3 Feira livre Gov. Mangabeira Bahia Gov. Mangabeira
BA4 Feira livre Cruz das Almas Bahia Cruz das Almas
BAS Feira livre Cruz das Almas Bahia Cruz das Almas
BA6 Feira livre Cruz das Almas Bahia Cruz das Almas
BA7 Feira livre Cruz das Almas Bahia Cruz das Almas
PB1 Feira livre Jodo Pessoa Paraiba Nao informado
PB2 Feira livre Jodo Pessoa Paraiba Nao informado
PB3 Feira livre Jodo Pessoa Paraiba Nao informado
ALl Feira livre Vigosa Alagoas Vigosa

AL2 Feira livre Lagoa da Canoa Alagoas Lagoa da Canoa
AL3 Feira livre Lagoa da Canoa Alagoas Lagoa da Canoa
AL4 Feira livre Lagoa da Canoa Alagoas Lagoa da Canoa
ALS Feira livre Maceio Alagoas Macei6

AL6 Feira livre Murici Alagoas Murici

AL7 Feira livre Murici Alagoas Murici

ALS Feira livre Murici Alagoas Murici

AL9 Feira livre Murici Alagoas Murici

SE — Sergipe; BA — Bahia; PB — Paraiba; AL — Alagoas; CEASA — Central de Abastecimento de Sergipe
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Tabela 2. Descritores utilizados na caracterizagdo morfolégica dos 52 genétipos de Dioscorea

sp.

Descritores

Classes fenotipicas analisadas

Qualitativos:

Tipo de planta

Habito de crescimento

Cor do caule

Asas no caule

Posigao das asas no caule
Espinhos

Quantidade de espinhos
Posi¢do das folhas

Raiz de sustentagdo

Forma da folha

Forma do apice da folha
Distéancia dos 16bulos foliar
Florescimento

Tubérculo

Raiz na superficie do tubérculo
Quantidade de raiz na superficie
Forma do tubérculo

Cor da polpa

Quantitativos

Numero de caules por planta
Diametro do caule

Tamanho das asas

Area foliar total

11 — Largura no centro da folha
12 — Largura dos lobulos foliar
L2 — Comprimento do apice foliar a insercdo do
peciolo

L3 — Comprimento do l6bulo foliar
Numero de tubérculo por planta
Comprimento do peciolo
Comprimento do tubérculo
Diametro do tubérculo

Massa fresca do tubérculo

1-Trepadeira; 2-Arbusto; 3-Ana

1-Horario; 2-Anti-horario

1-Verde; 2-Roxo; 3-Verde/roxo

1-Presenca; 2-Auséncia

1-Base; 2-Caule; 3-Base/caule

1-Presenca; 2-Auséncia

1-Poucos; 2-Médio; 3-Muitos

1-Alternada; 2-Oposta; 3-Ambas; 4-Verticiladas
1-Presenga; 2-Auséncia

1-Codiforme; 2-Hastada; 3-Oval; 4-Sagitiforme
1-Agudo; 2-Obtuso; 3-marginalizado

1-Sem distancia; 2-Intermediaria; 3-muito distante
1-Presenca; 2-Auséncia

1-Presenca; 2-Auséncia

1-Presenca; 2-Auséncia

1-Poucas; 2-Média; 3-Muitas

1-Redondo; 2-Oval; 3-Oval-oblongo; 4-irregular
1-Branca; 2-Amarela; 3-Branca/Amarela;

contagem total
mm
mm
cm?
cm
cm

cm

cm
Contagem total
cm
cm
cm

g
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Tabela 3. Primers SSR e ISSR utilizados na caracterizacdo molecular dos 52 genétipos de
Dioscorea sp.

Primer Sequéncia (5' - 3") Ta (°C) NBT P (%) PIC
SSR
YMO06 F: ACAGAGCTGTTGACACAAACA 53,0 2 100 0,26
R: CCTCAATGAACCTTTGGTCTA
YM10 F: ACCCAAAATATTCTCCCCATTATAC 51,0 2 100 0,27
R: TTGACACTCATCTTATATTGCTCC
YM32 F: GAGGTCTGCGACGGATTTG 54,0 2 100 0,47
R: TCGCATTCTTCATCCTCTTCAC
YM33 F: ACCATGGGATGAAGGGAAGG 54,0 3 100 0,32
R: GCATATGGTGCATGGGAGC
YM36 F: CCTTACCACCGGACTCCTC 54,0 2 100 0,36
R: TGCAGCAATACACCGGAAC
YM45 F: GCTGTTTTTGGGATTTAGTAGG 52,0 2 100 0,39
R: GCAACTAGATATGCTTGGACAC
YMS53 F: CTCATAAGCAGAGCCTTCTCTC 53,0 2 100 0,33
R: TACAGTCCCTGTTTGAGCATAG
YM65 F: ACAAATGCACGCTCTGAAGG 55,0 1 100 0,44
R: GGGCAGTAGAATTTGGTGCG
YM66 F: ATATTGACTGACCACCAGATCA 51,0 1 100 0,36
R: GAAGAGTCTTGGATTTCTACCA
ISSR
Beckey CAC ACACACACACAYC 47,0 2 100 0,21
Goofy GTG TGT GTG TGT GTY G 47,0 5 100 0,28
UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 47,0 12 100 0,34
UBC 809 AGA GAG AGA GAG AGA GG 52,0 9 100 0,16
UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AC 57,2 5 100 0,29
UBC 816 CAC ACA CAC ACA CAC AT 54,8 1 100 0,44
UBC 817 CAC ACA CAC ACA CAC AA 54,8 5 100 0,38
UBC 825 ACA CAC ACACACACACT 54,8 7 100 0,23
UBC 842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG 58,8 9 100 0,30
UBC 848 CAC ACA CAC ACA CAC ARG 58,8 12 100 0,28
UBC 860 TGT GTG TGT GTG TGT GRA 52,0 6 100 0,39
UBC 864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG 50,8 5 100 0,24
UBC 888 BDB CAC ACA CAC ACA CA 56,4 9 100 0,39
UBC 890 VHV GTG TGT GTG TGT GT 56,4 9 100 0,45
UBC898 CACACACACACARY 41,0 5 100 0,27
UBC899 CACACACACACARG 41,0 5 100 0,25

Ta - Temperatura de anelamento; NBT — numero de bandas total; NBP — nimero de bandas polimorficas; P (%) —
porcentagem de polimorfismo; PIC — Contetido de Informagao Polimorfica.
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Tabela 4. Parametros de variabilidade genética para os descritores morfologicos florescimento
(FL), habito de crescimento (GH), nimero de caule (NS), cor do caule (SC) e diametro de caule
(SD), presenca de asa (PrW), posi¢ao da asa (PW) e tamanho da asa (WS), nimero de espinhos

(NT) e presenca de raiz de sustentagao (PSR) avaliados em 52 gendtipos de Dioscorea sp.
Pardmetros _ FL**  GH**  NS™  §C*  SD**  Prw™  PW™  WS*  NT* __ PSR™

o 0.0710 0.0000 0.2478 0.7946 0.7638 0.0006 0.0079 8.9490 0.1036 0.0033
a? 0.0982 0.0070 1.3566 0.1202 1.7724 0.0476 0.3845  24.2880  0.2880 0.1503
o5 0.1619 0.0070 1.6044 0.9148 2.5362 0.0482 0.3924 332370  0.3916 0.1536
h? 43.8542 0.1059 15.4450 86.8605 30.1159 1.3349 2.0133 269248 26.4556 2.1484

CVg (%) 121.8095  0.1371  31.2342 50.9373 19.3316  2.6845 3.4379 17.5045 227620  30.6377
CVe (%) 143.2543  4.2102  73.0812 19.8114 29.4483 23.0796 23.9843  28.8375 37.9514 206.7656

X 0.2188 1.9922 1.5938 1.7500 4.5209 0.9453 2.5854  17.0898  1.4141 0.1875
Max 1.0000 2.0000 9.0000 3.0000  13.4800  1.0000 3.0000  36.8000  3.0000 1.0000
Min 0.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.8000 0.0000 1.0000 7.2500 1.0000 0.0000

ng — Genotypic variation; 62 - Environmental variation; ag - Phenotypic variation; hlz, — heritability; CVy - coefficient of
genotypic variation; CV. — Coefficient of environmental variation; X — average; Max — maximum; Min — Minimum. n.s - Not
significant; * significant at 5% probability; ** significant at 1% probability.
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Tabela 5. Parametros de variabilidade genética para os descritores morfologicos formato da
folha (LS), distancia entre lobulos (LD), area foliar (LA), comprimento do peciolo (PL), 11
(largura no centro da folha), 12 (largura dos lobulos foliar), L2 (Comprimento do 4pice foliar a
insercdo do peciolo) e L3 (comprimento do ldbulo foliar) avaliados em 52 genotipos de

Dioscorea sp.

Parametros LSns LD LA™ PL™s 11 ns 12% L2* L3*

ng 0.0000 0.0037 7.2854 0.0396 0.0036 0.2416 0.1874 0.0300

o? 0.0052 0.0404 1282.4787 0.4192 0.5767 1.1159 1.0371 0.1233

O'g 0.0052 0.0441 1289.7641 0.4588 0.5803 1.3575 1.2245 0.1533

hf, 0.0000 8.3995 0.5649 8.6312 0.6204 17.7974 15.3042 19.5695
CVg (%) 0.0000 5.8165 2.0796 4.6121 1.2723 10.8758 5.5346 10.9527
CVe (%) 7.1357 19.2081 27.5910 15.0057 16.1035 23.3736 13.0200 22.2046
X 1.0106 1.0458 129.7947 4.3147 4.7158 4.5195 7.8217 1.5814
Max 1.7500 2.5000 241.9770 5.7165 7.0765 8.1580 10.8883 2.5863
Min 1.0000 1.0000 42.9740 2.8845 3.0495 1.9760 44153 0.6863

crgz — Genotypic variation; 62 - Environmental variation; cr,f - Phenotypic variation; hZ — heritability; CVg - coefficient of genotypic variation;
CVe — Coefficient of environmental variation; X — average; Max — maximum; Min — Minimum. n.s - Not significant; * significant at 5%

probability.
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Tabela 6. Parametros de variabilidade genética para os descritores morfoldgicos nimero de
tubérculo (NT), nimero de raiz na superficie do tubérculo (NRS), forma do tubérculo (TS),
comprimento do tubérculo (TL), didmetro do tubérculo (TD), massa fresca do tubérculo (TFW)
e cor da polpa (PC) avaliados em 52 gendtipos de Dioscorea sp.

Parimetros NT** NRS"s TS** TL ™ TD ™ TFW s PC"*
ng 0.1422 0.0568 0.0352 0.5703 0.5160 7786.0000 0.2073
a? 0.8398 0.6287 0.1968 59.5260 67.2170 253431.0000 1.3126
6,? 0.9820 0.6855 0.2320 60.0963 67.7330 261217.0000 1.5199
h? 14.4807 8.2859 15.1724 0.9490 0.7618 2.9807 13.6391
CVg (%) 24.4002 12.9462 6.3993 3.7628 9.3455 12.6780 14.7271
CVe (%) 59.2969 43.0714 15.1313 38.4426 106.6640 72.3309 37.0580
X 1.5455 1.8409 2.9318 20.0697 7.6864 695.9946 3.0916
Max 6.0000 3.0000 4.0000 43.5000 98.6900 2236.6000 4.0000
Min 1.0000 1.0000 1.0000 3.0000 2.1000 5.3000 1.0000

ng — Genotypic variation; 62 - Environmental variation; ag - Phenotypic variation; h2 — heritability; CVy - coefficient of

genotypic variation; CVe — Coefficient of environmental variation; X — average; Max — maximum; Min — Minimum. n.s - Not
significant; ** (p<0.01).
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Tabela 7. Caracterizagdo morfologica de 52 gendtipos de Dioscorea sp. baseada em seis

descritores qualitativos

Gendtipo FL GH SC Prw PW NT
SE1 Ausente Anti-horario Verde Presente Base/caule Poucos
SE2 Ausente Anti-horario Verde Presente Caule Poucos
SE3 Ausente Anti-horario Verde Presente Base/caule Poucos
SE4 Ausente Anti-horario Verde Ausente Caule Poucos
SES5 Ausente Anti-horario Verde Presente Caule Poucos
SE6 Ausente Anti-horario Verde Presente Caule Poucos
SE7 Ausente Anti-horario Verde Presente Caule Poucos
SE8 Ausente Anti-horario Verde Presente Caule Poucos
SE9 Ausente Anti-horario Verde/roxo Presente Caule Médio

SE10 Ausente Anti-horario Verde/roxo Presente Base/caule Poucos
SE11 Presente Horario Verde Presente Caule Poucos
SE12 Ausente Anti-horario Verde Presente Caule Médio
SE13 Ausente Anti-horario Verde Presente Base/caule Muitos
SE14 Ausente Anti-horario Verde Presente Base/caule Poucos
SE15 Ausente Anti-horario Verde Presente Base/caule Médio
SE16 Ausente Anti-horario Verde Presente Caule Poucos
SE17 Ausente Anti-horario Verde Presente Base/caule Médio
SE18 Ausente Anti-horario Verde Presente Base/caule Médio
SE19 Ausente Anti-horario Verde Presente Base/caule Médio
SE20 Presente Anti-horario Verde Presente Base/caule Poucos
SE21 Ausente Anti-horario Verde Presente Base/caule Médio
SE22 Presente Anti-horario Verde/roxo Ausente Base/caule Poucos
SE23 Ausente Anti-horario Roxo Presente Caule Poucos
SE24 Ausente Anti-horario Verde Presente Caule Médio
SE25 Ausente Anti-horario Verde Presente Base/caule Poucos
SE26 Ausente Anti-horario Roxo Ausente Caule Poucos
SE27 Ausente Anti-horario Verde/roxo Presente Base/caule Poucos
SE28 Presente Anti-horario Verde Presente Caule Médio
SE29 Ausente Anti-horario Verde/roxo Presente Caule Poucos
SE30 Ausente Anti-horario Verde/roxo Presente Caule Poucos
SE31 Ausente Anti-horario Verde/roxo Ausente Caule Poucos
SE32 Ausente Anti-horario Verde/roxo Presente Base/caule Poucos
SE33 Ausente Anti-horario Verde Presente Base/caule Médio
BAIl Ausente Anti-horario Roxo Presente Caule Poucos
BA2 Presente Anti-horario Verde Presente Caule Poucos
BA3 Ausente Anti-horario Verde Presente Caule Poucos
BA4 Ausente Anti-horario Verde Presente Caule Médio
BAS Ausente Anti-horario Verde Presente Base/caule Poucos
BA6 Ausente Anti-horario Verde Presente Caule Médio
BA7 Ausente Anti-horario Roxo Presente Caule Poucos
PB1 Ausente Anti-horario Roxo Presente Base/caule Muitos
PB2 Ausente Anti-horario Verde/roxo Presente Caule Médio
PB3 Ausente Anti-horario Verde/roxo Presente Base/caule Poucos
ALl Ausente Anti-horario Verde/roxo Presente Base/caule Médio
AL2 Ausente Anti-horario Verde/roxo Presente Caule Poucos
AL3 Ausente Anti-horario Roxo Presente Caule Médio
AL4 Presente Anti-horario Verde/roxo Presente Base/caule Poucos
ALS Presente Anti-horario Verde Presente Base/caule Poucos
AL6 Ausente Anti-horario Verde/roxo Presente Caule Médio
AL7 Ausente Anti-horario Verde/roxo Ausente Base/caule Médio
AL Ausente Anti-horario Verde/roxo Presente Base Poucos
AL9 Presente Anti-horario Verde/roxo Ausente Caule Poucos

SE — Sergipe; BA — Bahia; PB — Paraiba; AL — Alagoas; FL — florescimento; GH — habito de crescimento; SC —
cor do caule; PrW — presencga de asas; PW — posicao das asas; NT — numero de espinhos.
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Tabela 8. Caracterizagdo morfologica de 52 gendtipos de Dioscorea sp. baseada em seis

descritores qualitativos

Gendtipo LS LD SR NRS TS PC

SE1 Hastada Intermediaria Presente Poucas Oval Amarela
SE2 Cordiforme  Intermediaria Ausente Poucas Oval-oblongo Branca/amarela
SE3 Cordiforme  Intermediaria Ausente Média Oval-oblongo Branca
SE4 Cordiforme  Intermediaria Ausente Média Oval-oblongo Branca

SE5 Cordiforme  Intermediaria Ausente Média Oval-oblongo Branca
SE6 Cordiforme  Intermediaria Ausente Poucas Oval-oblongo Branca/amarela
SE7 Cordiforme  Intermediaria Ausente Poucas Oval-oblongo Branca/amarela
SE8 Cordiforme  Intermediaria Ausente Poucas Oval-oblongo Branca
SE9 Cordiforme  Intermediaria Ausente Poucas Oval-oblongo Branca/amarela
SE10 Cordiforme  Intermediaria Ausente Muitas Oval-oblongo Amarela
SE11 Cordiforme  Intermediaria Ausente Meédia Oval-oblongo Branca/amarela
SE12 Cordiforme  Intermediaria Ausente Meédia Oval-oblongo Branca/amarela
SE13 Cordiforme  Intermediaria Ausente Poucas Oval-oblongo Branca/amarela
SE14 Cordiforme  Intermediaria Ausente Média Oval-oblongo Branca/amarela
SE15 Cordiforme  Intermediaria Ausente Poucas Oval-oblongo Branca/amarela
SE16 Cordiforme  Intermediaria Ausente Poucas Oval-oblongo Branca/amarela
SE17 Cordiforme  Intermediaria Ausente Poucas Oval-oblongo Branca
SE18 Cordiforme  Intermediaria Ausente Poucas Oval-oblongo Branca/amarela
SE19 Cordiforme  Intermediaria Presente Poucas Oval-oblongo Branca/amarela
SE20 Cordiforme  Intermediaria Ausente Poucas Oval-oblongo Branca/amarela
SE21 Hastada Intermediaria Ausente Meédia Oval-oblongo Branca/amarela
SE22 Cordiforme  Intermediaria Ausente Muitas Oval-oblongo Branca/amarela
SE23 Cordiforme  Intermediaria Ausente Meédia Oval-oblongo Amarela
SE24 Cordiforme  Intermediaria Ausente Meédia Oval-oblongo Branca/amarela
SE25 Cordiforme  Intermediaria Ausente Média Oval-oblongo Branca/amarela
SE26 Cordiforme  Intermediaria Ausente Média Oval-oblongo Amarela
SE27 Cordiforme  Intermediaria Ausente Média Oval-oblongo Amarela
SE28 Cordiforme  Intermediaria Ausente Média Oval-oblongo Branca/amarela
SE29 Cordiforme  Intermediaria Ausente Muitas Oval-oblongo Branca/amarela
SE30 Cordiforme  Intermediaria Ausente Média Oval-oblongo Branca/amarela
SE31 Cordiforme  Intermediaria Ausente Média Oval Branca/amarela
SE32 Cordiforme  Intermediaria Ausente Meédia Oval-oblongo Branca/amarela
SE33 Cordiforme  Intermediaria Presente Poucas Oval-oblongo Branca/amarela
BA1 Cordiforme  Intermediaria Ausente Poucas Oval-oblongo Branca/amarela
BA2 Cordiforme  Intermediaria Ausente Média Oval-oblongo Branca/amarela
BA3 Cordiforme  Intermediaria Ausente Poucas Oval-oblongo Branca/amarela
BA4 Cordiforme  Intermediaria Ausente Poucas Oval-oblongo Branca/amarela
BAS Cordiforme  Intermediaria Presente Poucas Oval-oblongo Branca/amarela
BAG6 Cordiforme  Intermedidria Ausente Média Oval Branca/amarela
BA7 Cordiforme  Muito distante ~ Ausente Média Oval Branca
PBI Cordiforme  Intermediaria Presente Muitas Oval-oblongo Amarela
PB2 Cordiforme  Intermediaria Ausente Poucas Oval-oblongo Branca/amarela
PB3 Cordiforme  Intermediaria Ausente Meédia Oval-oblongo Branca/amarela
ALl Cordiforme  Intermediaria Ausente Poucas Redonda Branca
AL2 Cordiforme  Intermediaria Ausente Poucas Oval-oblongo Amarela
AL3 Cordiforme  Intermediaria Ausente Muitas Oval-oblongo Branca/amarela
AL4 Cordiforme  Intermediaria Ausente Média Oval-oblongo Branca/amarela
ALS Cordiforme  Intermediaria Ausente Média Oval-oblongo Branca/amarela
AL6 Cordiforme  Intermediaria Ausente Média Oval-oblongo Branca/amarela
AL7 Cordiforme  Intermediaria Ausente Muitas Oval-oblongo Branca/amarela
ALS Cordiforme  Intermediaria Ausente Muitas Oval-oblongo Branca/amarela
AL9 Cordiforme  Intermediaria Presente Média Oval-oblongo Branca/amarela

SE — Sergipe; BA — Bahia; PB — Paraiba; AL — Alagoas; LS — forma da folha; LD — distancia entre 16bulos; SR —
raiz de sustentacdo; NRS — niimero de raiz na superficie do tubérculo; TS — forma do tubérculo; PC — cor da polpa
do tubérculo.
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Tabela 9. Caracterizacdo morfologica de gendtipos de Dioscorea sp. baseada em descritores
quantitativos

Gendtipo SD NS WS LA 11 12 L2 L3 PL NT TL TD TFW
SE1 4.8 1,0 204 107,9 48 43 6,5 1,2 3,9 1,0 37,0 9,1 2.123,9
SE2 7,9 1,0 15,7 143,1 54 49 7,0 1,8 4,0 2,0 21,9 6,3 591,5
SE3 43 1,0 18,5 156,4 50 3,7 77 2,1 3,8 1,0 19,5 6,9 565,3
SE4 4.4 1,0 12,9 99,8 43 29 6,7 1,8 3,5 1,0 22,8 7,2 934,9
SE5 4.8 1,0 18,2 118,5 49 33 7,6 1,8 3,6 1,0 23,1 7,5 1.186,7
SE6 5,9 1,0 17,0 131,4 46 44 7.8 1,8 4,1 2,0 23,0 7,3 765,0
SE7 4.7 1,6 13,9 143,1 54 6,1 6,9 1,9 4,1 2,0 20,9 5,8 517,4
SE8 4,6 1,0 239 133,4 49 36 6,8 1,8 3,5 1,0 24,1 8,3 1.071,3
SE9 5,6 1,0 12,8 1152 49 49 7.2 1,6 4,3 1,0 20,9 7,9 975,2
SE10 28 2,0 9.3 114,1 46 43 8,0 1,6 4,6 2,0 13,8 42 197,3
SE11 4.8 1,3 14,7 134,3 52 45 17,6 1,5 4,3 1,3 28,7 37,9 1.625,5
SE12 3,7 1,0 13,6 114,1 46 46 74 1,5 4,0 23 19,0 7,2 563,4
SE13 5,6 1,0 19,9 128,4 4.1 4,1 9,0 1,7 4,3 1,5 22,5 7,2 882,7
SE14 6,1 1,0 14,4 105,1 37 43 89 09 3,6 1,0 13,4 8,5 465,5
SE15 7,6 1,0 30,8 74,0 48 5,1 8,5 1,4 4,2 1,0 7,0 3,4 69,6
SE16 4,1 1,0 16,3 97,2 46 44 7,5 1,3 4,1 1,0 21,6 7,2 849,1
SE17 5,0 1,0 14,6 130,2 48 49 7,6 1,5 3,9 1,0 22,0 8,1 919,2
SE18 5,9 1,0 26,1 91,1 39 30 71 1,2 3,4 1,0 26,5 7,8 1.101,2
SE19 6,1 1,0 16,6 101,4 4.5 4.5 7,2 1,3 39 1,0 243 6,9 1.149,1
SE20 5,1 1,0 17,7 151,7 45 36 7,2 1,5 3,9 1,0 20,2 8,8 981,0
SE21 4,7 1,6 16,8 120,0 42 3,7 8,0 1,5 3,8 1,5 25,8 7,3 950,2
SE22 3,7 3,0 209 142,9 49 58 8,0 1,2 48 2.2 15,0 7,0 364,2
SE23 42 23 18,3 128,0 4.5 5,2 7,9 1,4 4,7 2,0 22,1 7,4 755,9
SE24 4.4 1,6 17,2 156,6 48 45 7,6 1,9 4,0 1,5 20,7 8,3 670,2
SE25 4.4 1,2 16,5 163,1 57 55 87 22 5,0 1,0 19,1 7.5 818,8
SE26 29 47 12,8 131,4 42 43 8,5 1,4 4,5 3,7 13,7 5,7 271,1
SE27 3,9 1,0 14,4 132,9 49 43 8,3 1,5 4,3 1,0 15,8 7,9 525,5
SE28 4.7 1,0 19,7 113,3 50 4,7 75 1,7 4,3 1,3 19,0 7,3 900,7
SE29 3,2 1,0 23,5 148,6 48 44 8,4 1,6 5,1 1,0 19,7 10,4 768,2
SE30 3,2 3,4 11,9 137,6 47 52 9,1 1,5 5,1 2,6 18,5 7,4 626,2
SE31 4,0 1,3 12,5 111,7 47 50 8,9 1,6 4,8 2,7 17,0 7,0 517,5
SE32 32 40 15,3 140,1 48 6,0 8,6 1,5 5,0 3,0 21,5 6,1 4193
SE33 42 1,0 13,2 95,5 43 4,7 7,2 1,4 4,2 1,0 11,0 6,3 227,0
BA1 4,7 1,0 19,6 138,7 46 3,7 8,1 1,8 4,1 1,0 26,1 7,9 933,4
BA2 3,7 1,3 19,1 131,5 48 58 7,8 1,4 4,6 1,7 22,2 5,8 638,1
BA3 42 1,2 19,4 165,4 49 45 9,0 1,8 4.9 2,0 18,5 4,6 251,6
BA4 7,8 1,3 20,7 140,1 46 48 9,2 1,2 4,4 1,0 15,5 6,0 645,7
BA5S 5,6 1,0 21,5 132,6 5,1 3.8 7,0 1,9 4,1 1,5 16,0 6,4 349,2
BA6 4.8 1,7 15,9 129,6 48 40 7,3 1,4 4,1 1,3 9,2 6,1 213,0
BA7 473 1,3 11,1 122,9 54 26 75 22 44 1,0 10,3 5,6 4139
PB1 8,0 1,0 214 163,6 48 50 8,1 1,9 4,7 1,0 24,4 9,7 1167,3
PB2 3,8 2,0 13,1 129,2 5,1 49 7,9 1,9 4,7 1,3 23,5 7,3 11234
PB3 5,5 1,0 234 111,5 39 33 83 1,4 3,9 1,0 435 6,3 314,4
ALl 2,6 1,0 8,5 153,1 48 54 92 20 4,7 1,0 20,0 7,6 695,9
AL2 33 1,0 13,6 64,1 39 43 83 1,1 43 1,0 20,2 6,6 546,1
AL3 3,2 1,5 28,5 113,1 43 43 6,7 1,8 4,5 1,5 20,0 8,5 1.024,2
AL4 3,6 3,0 18,0 124,4 40 4,7 7,8 1,2 4,5 3,5 20,9 4.4 217,9
ALS 4.8 1,2 25,1 119,8 44 36 6,4 1,7 4,0 1,4 22,1 8,4 843,6
AL6 3,7 22 16,2 127,6 39 4,6 82 1,1 4.5 1,3 18,5 5,9 4399
AL7 36 2,0 11,1 148,2 45 47 9,1 1,4 4,7 1,3 23,7 6,1 675,0
ALS8 2,6 1,0 13,2 165,0 47 5,1 9,1 1,5 5,0 1,5 22,8 6,6 692,4
AL9 33 1,3 16,5 155,3 49 5.1 7,8 1,5 4,7 1,5 15,8 3,9 182,4

SE — Sergipe; BA — Bahia; PB — Paraiba; AL — Alagoas; SD — diametro do caule (mm); NS — nimero de caules;
WS — tamanho da asa (mm); LA — 4rea foliar (cm?); 11 - largura no centro da folha (cm); 12 - largura dos 16bulos
foliar (cm); L2 - comprimento do apice foliar a inser¢do do peciolo (cm); L3 - comprimento do 16bulo foliar (cm);
PL — comprimento do peciolo (cm); NT — niimero de tubérculo; TL — comprimento do tubérculo (cm); TD —
didametro do tubérculo (mm); TFW — massa fresca do tubérculo (g).
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Tabela 10. Estimativas dos pardmetros de variabilidade genética para os 52 genotipos de
Dioscorea sp.

Genotipos N N, Ne I H. P (%)
Dioscorea sp. 52 2.00 1.30 0.351 0.211 100.00
sd 0.00 0.00 0.021 0.01 0.01 0.00

Na — nimero observado de alelos; Ne — namero efetivo de alelos; I — Indice de informagio de Shannon; He — Heterozigosidade
esperada; P (%) — porcentagem de polimorfismo; sd — standard deviation.
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Figura 1 Locais de origem dos genotipos de Dioscorea sp. provenientes da regidao Nordeste do

Brasil
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Figura 2 Analise de componentes principais (PC) para os 52 genoétipos de Dioscorea sp.
provenientes dos estados de Sergipe (SE), Bahia (BA), Alagoas (AL) e Paraiba (PB), baseado
nas variaveis morfoagronomicas.

L3 — leaf lobe length; 11 — width in the center of the leaf; GH - Growth Habit; LA - leaf area;
L2 —length from leaf apex to petiole insertion ; 12 — width of leaf lobes; PL - Petiole length; SC
- Stem color; NT.1 - Number of tubes NS - Number of stems; FL — Flowering; PC - pulp color;
TS - Tuber shape; PTR — Presence of tuber; PRS — Presence of root on the surface; TD - tuber
diameter; TL - tuber length; WS - Wing size; TFW - tuber fresh weight; SD - Stem diameter;
LS - Leaf shape; SR — Root support; PrW - Presence of wings; PW - Position of the wings; LD
- lobular distance; NT - Number of thorns.
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Figure 3 Coeficientes de correlagdo entre os descritores morfoldgicos avaliados em 52
gendtipos de Dioscorea sp.

L3 - leaf lobe length; 11 — width in the center of the leaf, GH - Growth Habit; LA - leaf area;
L2 - — length from leaf apex to petiole insertion ; 12 — width of leaf lobes; PL - Petiole length;
SC - Stem color; NT.1 - Number of tubes NS - Number of stems; FL — Flowering; PC - pulp
color; TS - Tuber shape; PTR — Presence of tuber; PRS — Presence of root on the surface; TD -
tuber diameter; TL - tuber length; WS - Wing size; TFW - tuber fresh weight; SD - Stem
diameter; LS - Leaf shape; SR — Root support; PrW - Presence of wings; PW - Position of the
wings; LD - lobular distance; NT - Number of thorns.
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Figura 4 Dendrograma obtido por meio do método de agrupamento UPGMA com base na
matriz de dissimilaridade de Gower’s entre os 52 genotipos de Dioscorea sp.
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Figura 5 Dendrograma obtido por meio do método de agrupamento UPGMA com base na
distancia genética de Jaccard (Rogers, 1972) entre os 52 genotipos de Dioscorea sp.
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Figura 6 Analise de Coordenadas Principais (PCoA) para os 52 genotipos de Dioscorea sp.
provenientes dos estados de Sergipe (SE — quadrados roxos), Bahia (BA — bolas laranjas),
Alagoas (AL — triangulos azuis) e Paraiba (PB — losangos verdes).
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Figura 7 Estrutura genética estimada para 52 gendtipos de Dioscorea sp. provenientes dos
estados de Sergipe (SE), Bahia (BA), Alagoas (AL) e Paraiba (PB).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A andlise bibliométrica forneceu informagdes sobre a estrutura das pesquisas publicadas
na area de propagacao e de caracterizagao molecular do género Dioscorea, revelando que paises
como Nigéria e China se destacam com publicagdes sobre as duas tematicas, e que as tematicas
mais bem desenvolvidas e importantes estdo relacionadas a cultura de tecidos e a caracterizagao
molecular para estimativa da diversidade e estrutura genética.

Diante da necessidade de melhoria no sistema de produ¢dao de mudas de inhame, a
tuberizagdo in vitro pode ser uma alternativa viavel, fornecendo microtubérculos para serem
utilizados como material propagativo. Nesta pesquisa, observou-se que a concentracao de
sacarose, os espectros de luz e os reguladores de crescimento favoreceram a producdo dos
microtubérculos.

O estudo da diversidade genética ¢ importante para o manejo, conservacao € uso dos
recursos genéticos de inhame. A alta diversidade genética observada entre os 52 gendtipos de
Dioscorea sp. pode ser importante para o desenvolvimento de estratégias para conservar a
diversidade existente e para o planejamento de uso dos recursos genéticos disponiveis.
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