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Resumen

El yacon (Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) Robinson) es una tuberosa de la familia
Asteraceae que en los Ultimos afios ha generado interés por su importancia medicinal y econémica
ya que es utilizada como alimento funcional por su contenido de fructo-oligosacaridos. Sin
embargo, la baja reproduccion sexual es uno de los principales problemas que presenta esta
especie en su mejoramiento genético. Por esta razon, para conocer el origen de dicha caracteristica,
en el presente trabajo se han realizado estudios de biologia floral y reproductiva a cinco accesiones
de yacon del Departamento de Huanuco. En la evaluacion de la floracion, el tiempo de inicio fue
distinto entre las accesiones, y demoraron hasta ocho semanas en alcanzar el 100 % de floracion.
Este prolongado inicio de la floracion y la asincréonica formacion de los capitulos en la planta
favorecerian una polinizacion cruzada. Ademas, entre las accesiones se encontrd variaciones en los
caracteres cuantitativos de las estructuras florales y diferencias en el porcentaje de aquenios con
semillas, esto indico que la capacidad reproductiva es diferente entre las accesiones. Entre tanto,
por el estudio del comportamiento de los insectos, se podria decir que el transporte de polen es
insecto-dependiente. Sin embargo, la elevada receptividad de los estigmas durante el desarrollo de
la inflorescencia, contrasta con los bajos porcentajes de germinacion in vitro de los granos de
polen (0.16 %), de los aquenios que presentaron semillas (11.17 %) y de viabilidad de semillas.
Estos aspectos podrian estar relacionados a la presencia de un fragmento de ADN de 202 pb
aproximadamente, que fue amplificado con los cebadores de 20 pb que amplifican una zona del
orfH522 asociado a la androesterilidad en Helianthus annuus.
Palabras clave: yacon, androesterilidad.

Abstract

Yacon (Smallanthus sonchifolius) is a root tuber plant belonging to the botanical family
Asteraceae. Recently, it has gained interest for its medicinal and economic importance. It is used
as a functional food for its content of fructo-oligosaccharides. A major constraint facing genetic
breeding of this crop is its low sexual reproductive capacity. Therefore, we aimed to investigate
the floral and reproductive biology of five accessions of yacon in Huanuco. In this work, we
observed that flowering time was similar among the accessions and it took eight weeks to reach
flowering. This feature and the asynchronous formation of the capitulum in the plant would
encourage cross-pollination.

The plant reproductive ability is different among accessions, due to quantitative trait variation
in floral structures and differences in the percentage of achenes with seeds.

Taking into account its pollination habits, we consider that it is an insect dependant plant, as
evident from insect attraction by the ray floret, the high frequency of visits and insect behavior.
The high receptivity of the stigmas present during inflorescence development, contrasts with poor
in vitro germination of pollen , few achenes with seeds and low seed viability. These aspects
could be related to the presence of a 202 bp DNA fragment, amplified with primers for orfH522
gene associated with male sterility in Helianthus annuus.

Key words: yacon, male sterility.

ms.nm. Su cultivo se remonta a

Introduccion.

Smallanthus sonchifolius (“yacon”) es una especie
de la familia Asteraceae originaria de la region andina
(Robinson, 1978) que crece entre los 2000 y 3500

precolombinas y ha permanecido por mucho tiempo
restringido a areas muy pequefias ya que esta adaptada
a las condiciones ecoldgicas de los Andes, donde su
uso esta fuertemente ligado a las tradiciones de los
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pueblos. En los ultimos afios, el yacon ha despertado
interés mundial por sus cualidades hipoglucémicas y
como alimento funcional (por su contenido de fructo-
oligosacaridos que influyen en la fisiologia humana),
permitiendo aumentar su uso potencial en Ia
agroindustria e industria farmacéutica. El pasar de un
estado de semidomesticacion y restringido a los
huertos familiares a otro de areas de mucha mayor
produccidn genera retos para su mejoramiento, tales
como el afrontar nuevos patégenos, acceder a nuevas
zonas de cultivo y mantener o generar las
caracteristicas que requiere el mercado. Ademads, la
introduccion de estas nuevas caracteristicas requerira
del pleno conocimiento de la biologia reproductiva.

La biologia floral es un componente importante
para el conocimiento de la biologia reproductiva de las
plantas de reproduccion sexual; investiga las
relaciones mutuas entre las flores y su ambiente, vivo
y no vivo, con respecto a la polinizaciéon (Valla,
1973). En sentido estricto, comprende los procesos de
polinizacioén y fecundacion y su objetivo es explicar la
funcion de los 6rganos florales, a través, del analisis
de la morfologia floral y el comportamiento de los
agentes polinizadores.

Morfologicamente, el yacoén se caracteriza por
tener una inflorescencia en capitulo. La planta de
yacon puede tener una o mas ramas y cada una de
ellas puede formar entre 20 y 40 capitulos, los cuales
son terminales y estan compuestos de uno a cinco ejes
florales. Cada capitulo posee un involucro
conformado por 5 a 8 filarias uniseriadas y ovadas y
dos tipos de flores: las radiales que son liguladas y las
del disco que son tubulares. La flor ligulada mide
entre 12 mm y 16.8 mm de largo y 7 mm de ancho
(Soto, 1997; Grau & Rea, 1997), presenta una corola
de tubo corto y una prolongaciéon a manera de
lengiieta, la ligula, bi o tridentada, que puede ser
oblonga, ovalada o eliptica y de color amarillo hasta
anaranjado brillante (Seminario et al., 2003). El
tamafio y color de la ligula juega un rol importante en
la atraccion de los polinizadores. Las flores del disco
tienen corola tubular y en la parte superior se observan
cinco l6bulos iguales. El papus o vilano se localiza en
la base de la corola y por encima del ovario. El
androceo es sinantéreo y tiene cinco anteras. El
gineceo no funcional tiene un pistilo de ovario infero,
bicarpelar, unilocular y el estilo atraviesa el tubo de la
corola y se divide en dos ramas estilares. La corola
mide entre 7 mm (Grau & Rea, 1997) y 8§ mm de
longitud (Soto, 1997). Estas flores se abren por series
en la inflorescencia, mostrando las anteras connadas a
la parte apical del estilo.

Sin embargo, la escasa reproduccion sexual es un
rasgo caracteristico de esta especie, cuyo origen aun
no claro se le atribuye a factores como: problemas
durante la meiosis (debido a su posible origen
hibrido), la inviabilidad de sus semillas y la ausencia
de polinizadores (Grau & Rea, 1997). También la alta

esterilidad de los granos de polen que fuera observada
en diferentes trabajos de investigacion realizados tanto
en Argentina como en clones ecuatorianos mediante
técnicas de coloracion diferencial (Grau & Rea, 1997),
posiblemente influiria en la escasa reproduccion
sexual. Contrariamente, Seminario et al. (2003)
sugieren que la reducida reproduccion sexual no es
debido a la esterilidad de los granos de polen, ya que
Soto (1997), mediante tincidbn con aceto carmin
encontré una alta viabilidad del polen. Ante este
escenario, se plantea que el origen de la escasa
reproduccion sexual puede encontrarse en otro factor
de la biologia reproductiva como la androesterilidad
citoplasmatica.

La androesterilidad citoplasmatica ha sido descrita
en mas de 150 especies, y conjuntamente con los
genes restauradores de la fertilidad fue extensamente
usada en la produccion de hibridos F1. En las plantas
androestériles citoplasmaticas el desarrollo de Ia
antera puede estar muy fuertemente afectado, 6 como
en algunos mutantes CMS (Cytoplasmic Male
Sterility), las  anteras pueden  desarrollarse
normalmente, pero la microsporogénesis se detiene
durante la meiosis 0 mucho después. Generalmente en
plantas CMS, el tapetum de la antera sufre
degradacion celular durante la meiosis, seguido mucho
después de la muerte de las microsporas inmaduras
(Balk & Leaver, 2001). Sin embargo, algunos
genotipos CMS pueden estar enmascarados por la
presencia de genes nucleares restauradores de la
fertilidad (Johns et al., 1992).

En muchos casos el caracter androesterilidad
citoplasmatica esta asociado a unos raros Marcos de
Lectura Abiertos (Open Reading Frames, ORFs) del
genoma mitocondrial, y en otros casos como en el
tabaco, a la pérdida de genes mitocondriales. Se cree
que dichos ORFs se originaron por eventos aberrantes
de recombinacion de los genomas mitocondriales.
También, las secuencias de los ORFs a veces
contienen  porciones parciales de  genes
mitocondriales y pueden ser transcritos conjuntamente
con otros genes funcionales (Balk & Leaver, 2001).

El objetivo en el presente estudio fue realizar
evaluaciones en aspectos de la biologia floral y
reproductiva del yacon que permitan entender su baja
capacidad reproductiva por la via sexual.

Materiales y métodos.
Material vegetal.

El material vegetal estuvo compuesto por 9 a 10
plantas de 5 accesiones provenientes del Banco de
Germoplasma de la Universidad Nacional Hermilio
Valdizan, de Huanuco (Tabla 1) que estuvieron
sembradas en el Huerto Olericola y Fruticola del
Fundo Cayhuayna, Distrito de Pillco Marca, ubicado a
una altitud de 1964 msnm.
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Tabla 1. Datos de origen del material vegetal usado en el estudio.

del estigma en el campo entre las 10

Accesion  Codigo Provincia Distrito Localidad ~ Altitud y 12 horas. Para ello fue necesario
(msnm)  determinar 3 estadios de desarrollo

70 HCSS41  Huacrachuco  Quillabamba Ututo 3000 cuando las flores tubulares aun
71 HCSS71 Pachitea Chaglla Panaopampa 2900 permanecen cerradas, el segundo
79 HCSS79 Huacrachuco  Marcapata Marcapata 3035 estadio cuando estin abiertas las
80 HCSS80 Huacrachuco Yanas Yanas 3150 flores tubulares hasta la tercera hilera
Caracteres de las estructuras florales y los y el tercero, cuando las flores estan

polinizadores.
Se evaluaron los siguientes caracteres: numero de

flores liguladas, nimero de flores tubulares, longitud
del estigma y de la ligula. Algunos datos se tomaron
en el campo y otros en los laboratorios del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional Agraria La
Molina.

Los polinizadores e insectos asociados a las flores
del yacon fueron observados y colectados desde las 7
horas hasta las 18 horas en 7 dias no consecutivos, con
intervalos de 1 y 2 semanas entre ellos. Asi mismo, se
describié el comportamiento de los visitantes mas
frecuentes por observacion directa y por analisis
filmico y fotografico. Se anotd la hora de entrada y
salida del animal, para determinar el periodo de
permanencia en la inflorescencia, asi como el estado
del tiempo durante su visita.

Analisis estadistico.

Para los caracteres cuantitativos se realizd el
analisis de varianza comparandose luego las medias
mediante la prueba de Duncan (¢= 0.05). Ademas, se
realizo el analisis de correlacion de Pearson entre las
variables evaluadas. El programa estadistico
empleado fue SPSS 13.0.

Caracteres reproductivos.

Floracion,

El periodo de evaluacion de la floracion
comprendid entre el 30 de enero y el 27 de marzo de
2005. Las condiciones de tiempo en la zona de estudio
fueron: temperatura maxima promedio anual de 26.6
°C, minima de 12.8 °C. Humedad relativa que flucta
de 88 % (7 horas) y 41 % (13 horas). En este estudio,
se considerdé como inicio de la floracion la aparicion
de los botones florales.

Germinacion del tubo polinico.

El medio de cultivo para la germinacion del tubo
polinico consistié en, H;BO; 100ppm, Ca(NO;),.H,0,
300ppm, MgS0O,4.7H,0 200ppm, y KNO; 100ppm con
30 % de sacarosa, se obtuvo variando el medio para
papa de Rihova et al. (1996), con el cual, se
observaron menos granos de polen reventados. El
criterio usado para considerar un grano de polen
germinado, fue que la longitud del tubo polinico sea
mayor o igual al didmetro de dicho grano (Vaknin et
al., 2003; Rihova et al., 1996).

Periodo de la antesis.

La evaluacion de la antesis de las flores liguladas
se realiz6 mediante la observacion de la receptividad

abiertas desde la cuarta hilera hasta la totalidad de
flores tubulares. La receptividad del estigma floral se
determind mediante el método del burbujeo de
estigmas y estilos en soluciébn de peroxido de
hidrogeno 2.68 M (Dafni, 1992).

Viabilidad de las semillas.

Para determinar la viabilidad de la semilla
(aquenios), ésta fue extraida del aquenio y separada de
su tegumento. La prueba de viabilidad mediante
tincion con Tetrazolium (2,3,5-triphenyl tetrazolium
chloride)(Kamenetsky et al., 2005; Peters, 2000), fue
realizada a 397 semillas.

Busqueda de la presencia de secuencias de ADN
relacionadas a la androesterilidad citoplasmatica.

Para entender si la baja capacidad de reproduccion
sexual del yacon es explicada por la androesterilidad
citoplasmatica, se buscaron secuencias en el Gen Bank
para este caracter en especies dentro de la familia
Asteraceae a la que pertenece S. sonchifolius y en
otras familias que presentan el caracter de
androesterilidad. Con las secuencias halladas se
disefiaron los iniciadores mediante el programa
Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2006) los que fueron
sintetizados por la empresa Genlab del Pera SAC.

Estos cebadores fueron utilizados mediante el
siguiente procedimiento:

Extraccion de ADN, amplificacién y electroforesis..

La extraccion ADN se realiz6 a partir de hojas jovenes
segiin el protocolo modificado de Doyle & Doyle
(1990), (tampon de extraccion CTAB 3 %, 2.1 M de
NaCl, 250 mM de Tris HCI pH 8, 50 mM de EDTA
pH 8 y 2 pl/reaccion de [-mercaptoetanol). La
amplificacion de secuencias especificas se realizd en
el termociclador Perkin Elmer 9700. El mix de
amplificacion estuvo constituido por: Tampén 0.5X;
DNA 26 ng/reaccion; Taq ADN polimerasa 2
U/reaccion; iniciadores 0.625 uM de cada uno; dNTPs
0.338 mM de cada uno y MgCl, 3.5 mM. El perfil de
amplificacion fue el siguiente: 1 ciclo a 94 °C por 5
minutos, luego de 35 ciclos de 94 °C por 60 segundos,
55 °C por 45 segundos y 72 °C por 60 segundos; y
finalmente de 1 ciclo de 72 °C por 7 minutos y 4 °C
hasta retirar las muestras del termociclador. Los
productos de amplificacion fueron separados mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa al 2.5 %
con tampon TBE, y corridos por 2 horas a 100 voltios,
utilizando una solucion tampoén de carga (Azul de
Bromofenol 0.21 %, Xilencianol FF 0.21 %, EDTA
0.2 M pH 8, Glicerol 50 %). La preparacion de los
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geles se realizd mediante el procedimiento
recomendado por International Triticale Mapping
Initiative (1994). La visualizacion de los fragmentos
amplificados se realizd6 mediante un transiluminador
UV previa tincion con bromuro de etidio 0.5 mg/ml.

Resultados y discusion.
Caracteres de las estructuras florales y

la longitud de la ligula se mantendra en valores mas o
menos constantes sin importar lo grande que sea la
inflorescencia, por lo tanto el incremento del diametro
del disco sélo dependera del aumento del niimero de
flores masculinas.

Tabla 3. Agrupamientos realizados mediante la prueba de
comparacion de medias de Duncan (] = 0.05).

los polinizadores.

Caracteres evaluados Grupos 66 70 71 79 80
En la Tabla 2 se muestran los Definidos
resultados de las evaluaciones de 10s Flores Longitud de la ligula No a ¢ a ¢ b
caracteres cuantitativos de las estructuras Longitud del estigma No a b b a a
florales realizadas a las 5 accesiones de Nimero flores tubulares Si d a b d o
yacon. El analisis de variancia para cada Niimero flores lizuladas Si b a2 a b a
uno de los 4 caracteres evaluados £

(nimero de flores liguladas, numero de
flores tubulares, longitud del estigma y
longitud de la ligula) ha mostrado diferencias
altamente significativas entre las accesiones, por lo
tanto, mediante la prueba de comparaciéon de medias
de Duncan, se observa que las accesiones se agruparon
en 2, 4, 2 y 3 grupos respectivamente tal como se
muestra en las tablas 2 y 3, sin embargo solamente se
formaron grupos definidos para los ntimeros de flores
tubulares y liguladas (Tabla3).

Correlaciones.

En cada caracter cada letra representa un grupo.

Polinizadores.

Los principales polinizadores de yacén en la zona
de evaluacion fueron: Pieris brassicae, Danaus sp.,
Mellipona cf. nigrescens, Rubrica surinamensis,
Metasirfus sp., Apis sp., Bombus coccineus, Scolia sp.,
y los grupos Colletidae, Halictidae (Tabla 4 y Figura
2).

La mariposa Pieris brassicae es la que mas tiempo
de permanencia tuvo en la inflorescencia, (8 minutos

Tabla 2. Caracteres evaluados en las 5 accesiones de yacon.

Accesion Promedio de  Promedio  Promedio  Promedio = Germinacién Receptividad ~ Porcentaje
N° de flores  de N°de de de del tubo del estigma de aquenios
liguladas flores Longitud Longitud polinico (%) (%) con
tubulares del dela semillas
estigma ligula
(mm) (mm)
66 14.50 74.81 4.14 7.51 0 55.55 1.62
70 16.25 132.25 3.46 6.89 0.133 100.00 11.11
71 15.90 106.45 3.40 7.33 0.150 96.67 19.72
79 13.67 68.61 3.75 6.61 0.092 81.48 8.86
80 16.31 84.27 3.90 6.99 0.037 88.89 17.24
ANVA skek ek sk ek _ _ _
N° de Grupos 2 4 2 3 - - -
Formados mediante
prueba de DUNCAN
(¢=0.05)

** Altamente significativo.

Los analisis de correlacion fueron altamente
significativos entre la longitud de la ligula y del
estigma (r = 0.391) y entre el nimero de flores
tubulares y el numero de flores liguladas (r = 0.400).
Por lo tanto, si el nimero o la densidad de flores
tubulares se incrementan o disminuyen, el nimero de
flores liguladas en el disco de la inflorescencia
también seguira esa tendencia.

Sin embargo, no existe correlacion entre la
longitud de la ligula y el nimero de flores liguladas (r
= -0.003), y existe una correlacion muy baja entre el
numero de flores tubulares y la longitud de la ligula (r
=0.104, sig = 0.305). Este resultado lleva a pensar que

aproximadamente) seguida de Apis sp. (4 minutos
aproximadamente).
El mayor niimero de visitas sucedid cuando el

ambiente estaba soleado, y las frecuencias
disminuyeron cuando se presentaron lluvias o
lloviznas. Por otro lado, en dias nublados

predominaron las visitas de insectos grandes. Las
horas en que ocurrieron las mayores visitas fueron
entre las 10 de la mafiana y 4 de la tarde.
Adicionalmente, se observo la presencia de
depredadores de polinizadores como aracnidos y
avispas (Tabla 4).
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En relacién al comportamiento de 120
los insectos visitantes, estos primero se
posan sobre las flores liguladas, y 100 *
posteriormente  sobre las  flores ////:7'7 /
tubulares. En el disco de la | § 80 ~ —=—70
inflorescencia, las abejas y abejorros, 2 / ce
sobre las corolas de las flores cerradas § 60 % / i;i
y las anteras y pistilos con abundante S 40 P
polen que sobresalen de las flores ° /
abiertas, se mueven en circulos 20
inspeccionando una por una todas las %
flores. Sin embargo, los insectos 0 ‘
grandes como la mariposa monarca, ! 2 3 4 5 6 ! 8
debido a su mayor peso ocasiona que la SEMANA

inflorescencia se incline en posicion
vertical, y se sujete mediante sus
extremidades anteriores de las flores
liguladas y del involucro. Con el capitulo en esta
posicion inspecciona primero las flores que quedaron
en la zona inferior y luego desplazandose en zig zag
avanza hacia la zona superior, deteniéndose en cada
flor. Las avispas, de forma similar a las abejas y
abejorros se posan sobre el disco, mientras que
algunas, probablemente ingieren los granos de polen y
el néctar de estas flores, otras buscan atrapar insectos
que son atraidos por las inflorescencias. Debido al
mayor tiempo de permanencia y a su comportamiento
particular en la inflorescencia, las abejas y los
abejorros serian los polinizadores mas eficientes del
yacon.

Tabla 4. Especies y grupos de insectos observados en flores de yacon en la provincia

de Huanuco de Febrero a Mayo 2005.

Figura 1. Grafico del tiempo (semanas) versus floracion (%).

alcanzo6 el 100 % de plantas en floracion. De otro lado,
la accesion 79 fue la mas tardia en iniciar la floracion
y en alcanzar el 100 % de plantas en floracion. En la
octava semana de evaluacion, el total de las plantas de
todas las accesiones ya se encontraban en floracion
(Figura 1). Luego se inici6 el periodo de senescencia,
durante el cual se realiz6 la cosecha de las raices
tuberosas.

Receptividad del estigma.

La evaluacion de la receptividad del estigma se
realiz6 entre las 10 y 12 horas del dia en la sexta y
séptima semana de evaluacion, cuando la mayoria de
las plantas habian iniciado la floracion. Fue aplicada a
flores liguladas que
tenian  las  ramas
estigmaticas separadas
(Tabla 2), produciendo

GENERO - ESPECIE TIEMPO CONDICIONES FRECUENCIA  reaccion positiva para
APROXIMADO DEL (visitas flores del  primer
PERMEI\}?ENCIA Al\éll? ggg 21135 N cheredd estadio enun 75.56 %
EN LA FLOR PRESENTA para flores segundo
Pieris brassicae 1 min - 8 min Soleado > 45 estadio ﬂen un d9f.75 %
Colletidae - 2 m%n nublado y soleado 12 Zg:é?o e?lrteusl 82.;;1‘((’:/?
Bombus coccineus 3 min Soleado 4 Germinacion  del
Mellipona cf nigrescens Fries 1900 3 min nublado y soleado 12 tubo polinico.
Halictidae 2 min -3 min soleado mas > 16 El porcentaje de
Rubrica surinamensis 3 min nublado y soleado >34 germinacion de los
Danaus sp. 2 min nublado y soleado >53 granos de polen fue
Metasirfus 1 min Soleado 4 b?lstante bajo en las
Apis sp. 4 min nublado y soleado 12 dlfel(‘;n‘ées ( "?CETSIZO)IES
: . estudiadas (Tabla 2).
Scolia sp. 2 min nublado y soleado 7 Viabilidad de
semillas.

Caracteres reproductivos.

Floracion.

La floracion se considerd desde la aparicion de los
primeros capitulos en la planta. Al inicio de la
evaluacion la accesion 66 ya presentaba plantas que
habian iniciado la floracion; sin embargo, esta fue la
pentltima en alcanzar el 100 % de plantas en
floracion. La accesion 80 fue la que en menor tiempo
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Tan solo una de las 397 semillas obtenidas entre
las 5 accesiones presentd coloracion en la radicula,
considerandose esta sefial suficiente para aceptar su
viabilidad, por lo tanto, la viabilidad en las semillas
evaluadas fue de 0.25 %.
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Busqueda de la presencia de secuencias de ADN
relacionadas a la androesterilidad citoplasmatica.

Mediante la busqueda de genes de androesterilidad
citoplasmatica en la base de datos del NCBI se
seleccionaron cuatro secuencias pertenecientes a
especies distintas de la clase Dycotiledoneae que son
cercanas taxondomicamente a S. sonchifolius. (Tabla
5). A partir de cada una de ellas se disefiaron un par de
iniciadores de 20 nucledtidos de longitud que
permitieron amplificar fragmentos entre 206 a 237
pares de bases, cuyas temperaturas de melting estan
proximas a 60 °C (Tabla 6).

El par de iniciadores de orfH522 correspondiente a
Helianthus annuus, amplific6 un fragmento de
aproximadamente 202 pares de bases con el ADN de
yacon. No amplificaron fragmentos utilizando
iniciadores disefiados para el ORF-167 de Beta
vulgaris; el ORF-456 de Capsicum annuum; ni para el
ORF-138 de Rhapanus sativus.

Discusion.

La elevada correlacion entre el numero de flores
tubulares y el numero de flores liguladas hace creer
que la expresion génica responsable de la
diferenciacion sexual varia radialmente en el capitulo,
tal como en Gerbera hybrida (Laitinen et al., 2006),
en la cual, los primordios florales exteriores
indiferenciados del capitulo, en sus primeros estadios
de formacion, tienden a desarrollarse como flores
femeninas al abortarse las anteras; mientras que, los
del interior del disco se desarrollan como bisexuales
(Yuetal., 1999).

La wvariacion en los caracteres morfologicos
hallada entre las accesiones, en términos
reproductivos, determinara la variacion de algunos
factores como: el area del elemento de atraccidn, el
area de la zona de contacto con los polinizadores y el
numero de granos de polen puestos a disposicion para
la polinizacion, los cuales influyen en la capacidad
reproductiva. Lo que explicaria el hecho del porque
las accesiones 66 y 79 con menor promedio de flores
tubulares presentaran los menores porcentajes de
aquenios con semillas (Tabla 2). Debido a Ia
correlacion altamente significativa entre la longitud de
la ligula y la longitud del estigma, el desarrollo de la
ligula estaria determinando el desarrollo del estigma, y

Tabla 5. ORFs relacionados a la androesterilidad citoplasmatica
utilizados para disefio de iniciadores y las especies de la cual

que el periodo de crecimiento de la ligula seria similar
al del estigma. Ademas, la evaluacion del numero de

Figura 2. Especies de insectos visitando la flor de
yacoOn, Halictidae sp. (arriba) y Danaus sp. (abajo).

flores tubulares, mostr6 que las accesiones 70 y 71
superan al rango determinado para esta especie por
Seminario et al. (2003), mientras que todos los valores
del nimero de flores liguladas estdn dentro de los
limites reportados por Seminario et al. (2003) y Soto
(1997).

Con el estudio de la morfologia floral y
de los polinizadores en yacon se podria decir

proceden. que el transporte del polen es insecto

ORF Organismo Famila Localizaciéon ~ dependiente. La forma de la inflorescencia

del Gen en capitulo sugiere que el yacon atrae a los

orfH522  Helianthus annuus Asteraceae Mitocondria ~ insectos generalistas, asi como sucede en

ORF167 Beta vulgaris Amaranthaceae (1)  Mitocondria Grindelia covasii (Aste?raceae), en donde el

hospedero es mas importante para el

ORF456  Capsicum annuum Solanaceae Mitocondria ~ Visitante que el caso contrario (Roitman,
. . : o 1999).

ORF138  Raphanus sativus Brassicaceae Mitocondria No solamente el color de las flores

(1) Considerada en la familia Amaranthaceae segin la APG, Judd et al.

(1999).

liguladas es el objeto de atraccion de
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muchos insectos polinizadores, también lo seria el
potencial aporte calérico que les brindarian sus
abundantes granos de polen (Petanidou & Vokou,
1990). En consecuencia, los insectos adhieren los
granos de polen a sus cuerpos en un espacio amplio de
apoyo que representa el disco de la inflorescencia.

deban a la influencia de factores del medio ambiente,
asi como, a las diferencias genotipicas. Sin embargo,
de forma similar como sucede en papa (Trognitz,
1991), las técnicas de tincidon estarian ofreciendo
valores mas altos de viabilidad de polen en yacon que
los ofrecidos mediante germinacion in vitro.

Tabla 6. Caracteristicas y secuencias de los iniciadores disefiados a partir de los genes relacionados a la

androesterilidad citoplasmatica.

Organismo Lado Inicio Longitud Longitud Tm Secuencia
(N° Base) (Bases) del (°C)
fragmento
(pb)

H.annuus  Iniciador Izquierdo 321 20 207 60.04 TCTTCCCCCTTTGGAGTCTT

Iniciador Derecho 527 20 60.04 TAATGGGGAACATCGAGAGC
B. vulgaris  Iniciador Izquierdo 121 20 206 59.86 GTAGTCAAACCGGCAACCAT

Iniciador Derecho 326 20 60 GCTTGCTTGAGCCCGTATAG
C.annuum  Iniciador Izquierdo 35 20 237 60.11 AACCAGCAATTTCCGACAAG

Iniciador Derecho 271 20 60 GCAGTTCTGCTTCCGTTTTC
R. sativus  Iniciador Izquierdo 106 20 224 59.7  GCCCATATTTGGCTAAGCTG

Iniciador Derecho 329 20 60.12  ATTTCCCCTTTCCCCTCTTT

Tm=temperatura de Melting (°C), pb=pares de bases.

Tanto los caracteres morfologicos de las
estructuras florales como el comportamiento de los
polinizadores hacen del yacon una especie
especializada para la reproduccion preferentemente
alogamica, sin embargo, no necesariamente
garantizarian el éxito de la reproduccion sexual.

Caracteres como la floracion y receptividad floral
explicarian el origen de la variabilidad observada en
este cultivo (Mansilla et al., 2006), mientras que la
viabilidad gamética y viabilidad de Ila semilla
explicarian su escasa reproduccion sexual.

La wvariabilidad en el tiempo para iniciar la
floracion entre las accesiones podria deberse a factores
genéticos, ambientales, la interaccion del genotipo con
el medio ambiente 6 de otros factores como la
condicion y el tamafio de la semilla (cepa) empleada
en la propagacion. Es de esperarse que el éxito en la
reproduccion de las plantas depende de la floracion
sincronizada de todos los individuos de una misma
poblacion (Blazquez, 2000). Sin embargo, un periodo
de inicio de la floracion largo en un solo genotipo y
distinto entre genotipos, propiciaria la polinizacion
cruzada, caracteristica presente en el yacon (Seminario
etal., 2003; Grau & Rea ,1997).

Mientras que los resultados obtenidos de la prueba
de germinacion del tubo polinico son similares a los
hallados mediante técnicas de tincion por Grau &
Slanis (1996) y Grau & Rea (1997); y los de
polinizacion dirigida (Grau ,1993); sin embargo, los
resultados logrados en este estudio no concuerdan con
los de Soto (1997), quien obtuvo elevada fertilidad de
granos de polen en clones cajamarquinos utilizando
técnica de tincion. Es posible que dichas diferencias se
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Debido a que el estigma se muestra receptivo gran
parte del tiempo en que el capitulo se encuentra
abierto, exceptuando en aquellas flores donde las
ramas del estigma no se llegaron a separar, no habria
efecto del gineceo sobre la baja produccion de
semillas sexuales. Entre tanto, la casi nula viabilidad
de las semillas, en cierta forma corrobora lo reportado
por Meza (1995) quien en la prueba de germinacion de
semillas obtiene solo una semilla germinada de 300
sembradas. Sin embargo, contrariamente, Chicata
(1998) mediante pruebas de Tetrazolium y de
emergencia de semillas, encontré aproximadamente
81 % de viabilidad de semillas. En el presente trabajo
la prueba de viabilidad de semillas se realizd cuatro
meses después de haber sido recolectados los aquenios
del campo, durante este tiempo es posible pudo ocurrir
la pérdida de viabilidad.

El fragmento amplificado de 202 pares de bases,
podria ser parte del orfH522 presente en girasol, y de
forma similar seria responsable de la androesterilidad
citoplasmatica en el yacon. El orfH522 de 876 pb esta
asociado a una clase de Muerte Celular Programada
del tapetum de la antera (Balk & Leaver, 2001)
codifica un polipéptido de 15 Kd que se cotranscribe
con el gen atpl (Monéger et al., 1994), y presenta una
secuencia de 19 pb homdlogas a atp8 que es parte del
componente F, de la ATPasa (Sabar et al., 2003), el
cual, se cree pudo ser formado por un evento de
recombinacion envolviendo una inversion/insercion en
el extremo 3" del gen atpl (Monéger et al., 1994).

De darse el caso que el fragmento amplificado en
el presente estudio sea responsable de la
androesterilidad citoplasmatica en yacon, el gen o los
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genes que dan origen a este caracter, estarian siendo
conservados en algin grado en la familia Asteraceae.
La androesterilidad citoplasmatica que es la ausencia
de granos de polen funcionales, es uno de los factores
que podria estar involucrado en los problemas de los
yacones estudiados y por lo tanto seria una causa de la
casi nula reproduccién sexual. La androesterilidad
citoplasmatica, es consecuencia de interacciones
disturbadas entre el nucleo y la mitocondria,
consecuentemente es de herencia materna; por lo
tanto, es comun producir plantas androestériles
combinando el genoma de una especie con la
mitocondria de otra; siendo denominadas las plantas
originadas de esta forma como androestériles
citoplasmaticas aloplasmicas (Leino, 2005). En tal
sentido, es probable que el yacon tenga un origen
hibrido, y proceda de la combinacién de los genomas
de Smallanthus macroscypus y Smallanthus riparius
(Grau & Rea, 1997), y se produjo la interaccion del
genoma nuclear de una especie con el genoma
mitocondrial de la otra, lo que probablemente provoco
la androesterilidad citoplasmatica alopldsmica de S.
sonchifolius. Por lo tanto, se plantea la posibilidad de
recuperar la fertilidad en yacon con la introduccion de
genes restauradores de la fertilidad, provenientes de
las especies del género Smallanthus que le dieron
origen.

Conclusiones.

En las accesiones de yacon evaluadas el
prolongado inicio de la floracion y la asincronica
formacion de los capitulos en la planta favorecen la
polinizacién cruzada.

Debido a las diferencias, en el inicio de Ia
floracion, en los caracteres cuantitativos de las
estructuras florales y en el porcentaje de aquenios con
semillas halladas, la capacidad reproductiva sexual es
distinta entre las accesiones.

Por la elevada frecuencia de visitas y el
comportamiento de los polinizadores se diria que el
transporte del polen es insecto dependiente, siendo los
principales insectos polinizadores en la zona de
estudio: Pieris brassicae, Halictidae sp., Rubrica
surinamensis, Danaus sp., Melipona cf. nigrescens y
Apis sp.

Pese a presentar elevada receptividad de los
estigmas durante todo el desarrollo del capitulo solo el
11.71 % de los aquenios de las accesiones presentarian
semillas y con casi nula viabilidad. Asi mismo, la
germinacion de los granos de polen es menor a 0.16 %
que podria deberse a la presencia de un fragmento de
ADN de 202 pb aproximadamente, que fue
amplificado con los cebadores para el orfH522
asociado a la androesterilidad en Helianthus annuus.
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