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Introducéo

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma leguminosa herbacea anual, de
grande importancia econémica ao pais. O género Arachis possui sua origem em
territorio brasileiro, sendo que a distribuicdo natural das espécies que o compde se
encontram todas em paises da América do Sul, incluindo a espécie domesticada,
cujo local de origem mais aceito atualmente € na regido sul da Bolivia/ Norte da
Argentina (KRAPOVICKAS € GREGORY, 1994).

Sendo um género tipicamente sul-americano, a coleta e conservacédo de
amostras de suas espécies se faz ndo apenas necessaria, como também é uma
atitude estratégica. A Embrapa possui acessos de amendoim conservados em
camaras de baixa temperatura em diversos centros, onde suas sementes ficam
disponibilizadas para caracterizacdo morfologica e agrondémica e uso em programas
de melhoramento genético.

Devido a problemas técnicos, durante alguns meses no ano de 1998,
perdeu-se o controle da umidade interna de uma das camaras de conservacao de
germoplasma de médio prazo, localizada na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, onde se encontravam ao redor de 800 acessos desta espécie
oriundos de diferentes locais e datas de coleta.

Sem o controle efetivo da umidade da camara ela chegou ao nivel de 70%
no seu interior, fazendo com que as amostras de sementes, que normalmente se
encontravam com umidade ao redor de 10%, tivessem seu teor de umidade interno
elevado. Associado a isto, periodos com falta de energia fizeram com que a

temperatura interna da camara se elevasse, estimulando fisiologicamente as



sementes a germinarem, e ativando também a acédo de fungos e bactérias. Ambos
processos foram inibidos com o retorno da temperatura aos niveis de conservacgao
adequados.

Este choque de umidade e temperatura, durante aquele periodo, acarretou
perdas do poder germinativo para 0s acessos conservados. Muitos deles, ao serem
colocados para germinar, atraves de procedimentos padrdes via papel umidecido em
camaras de germinacdo, ou ndo germinaram ou iniciaram a germinacdo mas foram
drasticamente atacados por fungos e bactérias, matando as sementes.

Desta forma, este trabalho apresenta uma metodologia, através de técnicas
de cultura de tecidos, com o intuito de resgatar parte daqueles acessos que nao
germinaram pelos métodos convencionais de germinacdo, assim como a

apresentacao dos resultados do trabalho de resgate e regeneracao deste material.

Material e Métodos

Trabalhou-se com amostras de sementes de 29 acessos de Arachis
hypogaea provenientes da camara de conservacdo de médio prazo, localizada na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Estas sementes foram originalmente
procedentes de quatro paises, Brasil, Bolivia, Coldmbia e Peru e foram coletadas
num periodo de abrangéncia de 19 anos (1980 a 1998). As sementes provenientes
do Brasil foram coletadas nas mais diversas regides abrangendo uma faixa que se

estendia do Rio Grande do Sul ao Acre (Tabela 1).



Tabela 1: Acessos de germoplasma de amendoim usados nos testes de germinacdo e cultivo in vitro . Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia.

N° Acesso Nome* BRA- Pais | Estado Municipio Localidade Coleta Observacoes

1 [AW 3109 AH - - 039217 | BRA BA Brumado 22.11.87

2 | AsW 433 AH - - 029530 | BRA RO Guajara Mirim Pl Guaporé 16.12.88 | Indios Jabuti, Tupari € Macurap
3 | BdZa487 AH - - 028428 | BRA SC .

4 |Ct1 AH - - 013005 | BRA GO Niquelandia Fazenda Delgado .

5 |F.Lopes Coelhol |AHHH 039241 | BRA Pl Santa Maria 22.10.87

6 |F.Lopes Coelhol0|AH - - 039268 | BRA Pl Lage da Pedra Bom que Déi 30.10.87

7 |Hpl AH - - 024970 | BRA SC Xavantina 09.10.86

8 |Hp2 AH - - 024961 | BRA SC Xavantina 09.10.86

9 | MdSv76 AHFF 010146 | BRA AC Tarauacd Colbnia Cajueiro 05.05.80

10 | MdSv 136 AHFF 010201 | BRA AC Rio Branco (Mercado) 05.05.80

11 | MdSv 843 AH - - 039292 | BRA GO Ceres (Bom Jesus) | Faz. Cdrrego do Café 07.08.85

12 | MdSv 908 AH - - 039322 | BRA GO Colinas de Goiés (Feira) 18.08.85

13 | MdW 996 AHH - 023078 | BRA RO Ouro Preto d’Oeste 21.09.85

14 |Prl AH - - 015148 | BRA RS Osorio Itati 15.02.82 | Campo Experimental Brazisul
15 |R.Pimentel s/in-A |AH - - 039225 | BRA PA Santarém Feira de Produtores 19.04.91

16 | SvGr 250 AHHH 012025 | BRA MT Barra do Garcas Aldeia Kukuene 01.08.81

17 | SvGr 251 AHHH 012033 | BRA MT Barra do Garcas Aldeia Kukuene 01.08.81

18 |Sv 402 (A) AH - - 032999 | PER LO Iquitos 22.01.84

19 |Sv451 AHF - 033081 | COL Corpor. Araraguara | Com.Ind.Hitotu-Curmani | 11.03.84 | Margem esquerda rio Caqueta
20 | Sv 657 AH - - 023604 | BRA GO | Auriléndia 08.07.86

21 | Sv 2488 AH - - 038458 | BRA RN Pau dos Ferros (Mercado) 12.08.94 | Produzido em Sdo Miguel, RN
22 | SvRb 4002 AH - - 036781 | BRA MA | Santa Inés 09.05.98

23 | SvRb 4071 AH - - 036811 | BRA MA | Presidente Dutra 13.05.98

24 | Vi286 AH - - 015610 | PRY SP Felipe Matienda ? 07.03.83

25 |Vi308 AH - - 016586 | BRA MA | Santa Inés Reserva Ind. Pindaré 03.09.83 | Indios Guajajaras

26 | Vi309 AHHH 016594 | BRA MA | Santa Inés Reserva Ind. Pindaré 03.09.83 | Indios Guajajaras

27 |Wi631-b AHFF 027685 | BRA AC Cruzeiro do Sul (ex-Mundo Novo, MS) 13.10.87

28 | Wi 698 AHHH 028720 | BOL SC Nuflo de Chavez Yotal 22.09.88

29 | Wi 763 AHFF 028924 | BOL LP Iturralde Comunidad Napashi 21.10.88 | Indios Tacana / rio Enadere

*Nome: A H = Arachis hypogaea; A H H = A. hypogaea subsp. hypogaea; A H H H = A. hypogaea subsp. hypogaea var. hypogaea; A H F = A. hypogaea subsp. fastigiata; AHF F = A,

hypogaea subsp. fastigiata var. fastigiata




O ensaio foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos (LCT1) da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia onde as sementes foram submetidas
a uma desinfestacdo ap0s um pré-tratamento com uma solucdo de sacarose 10%
por 16 horas sob agitacdo, para induzir o desenvolvimento dos microrganismos
tornando-os sensiveis a acdo do desinfestante.Em seguida processou-se a
desinfestacdo destes acessos com o emprego de hipoclorito de sédio a 2% de
concentracdo por 20 minutos, seguido de um triplice enxagiie em agua esterilizada
(destilada e autoclavada). Cada acesso foi representado por uma amostra de dez
sementes.

Em camara de fluxo laminar continuo procedeu-se a extracdo dos embrides
que, em seguida, foram inoculados em tubos de ensaio (150 x 20 mm), com 5 mL do
meio de cultura contendo sais de MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) adicionados das
vitaminas B5 (GAMBORG et al., 1968), além de mio - inositol (100 mg/l), benzilamino
purina (BAP) (2,0 mg/L), sacarose (20g/L) e agar (7g/L).

ApoOs inoculacdo, todo material foi levado para sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas e Iluminancia de
aproximadamente 2000 lux.

As variaveis observadas foram: percentagem de contaminagdo por fungos;
percentagem de contaminacdo por bactérias e percentagem de germinagao

(desenvolvimento dos embrides).

Resultados e Discussao

Na Figura 1, pode-se observar que a contaminagdo por fungo foi

praticamente inexpressiva. Apenas trés acessos (4, 19 e 26), o que corresponde a



cerca de 10% do total de acessos estudados, apresentaram uma contaminacao de
10% na avaliacado final. Este valor ndo variou desde a primeira observacédo aos trés
dias de instalado o ensaio. Danby e Leifert (1994) mostraram que em cultivo in vitro,
este tipo de agente contaminante apesar de presente e causar danos ndo é tao
importante como as bactérias. Fortes (1992) mostrou também que o emprego de
hipoclorito de sbédio no processo de desinfestacdo tem mostrado ser eficiente no

controle de fungos no cultivo in vitro.

% Contaminacado(fungo)
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Figura 1- Percentagem de contaminacdo por fungos dos acessos de Arachis
conforme observacd® aos 31( )6,( )Jaos10( )dias.

A contaminagédo bacteriana foi bem mais intensa (Figura 2). Vinte e sete
acessos (cerca de 93% dos acessos estudados) apresentaram algum nivel de
contaminagao, sendo que na maioria do material estudado, a contaminacdo variou
de 10-90%. Os acessos 6 e 10 estavam 100% contaminados ja na primeira
avaliacdo, que ocorreu cinco dias apds a inoculacdo. De um modo geral este tipo de
contaminagcdo € a que mais ocorre nos cultivos in vitro. Isto foi também observado
por Danby et al. (1994) onde eles mencionaram que a grande incidéncia de

contaminacgéo no processo de cultivo in vitro se deve as bactérias.
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Figura 2- Percentagem de contaminacdo por bactérias de acessos de Arachis

observados no final do ensaio (aos 10 dias).

Nestes casos, a evolucao do nivel da contaminacdo entre a primeira até a
Ultima avaliacdo (sete dias) foi pouco expressiva para a maioria dos acessos
estudados (Figura 3). Ficou nitido que a contaminacgdo, tanto por fungo, quanto por
bactéria, se expressa nos primeiros dias de cultivo. Lengeler et al. (1999) mostraram
que o desenvolvimento de culturas bacterianas em cultivos in vitro pode ser

detectado de 15 horas a 1(um) dia apés inicio do estabelecimento do cultivo.
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Figura 3- Percentagem de contaminagdo por bactérias de acessos de Arachis conforme
observacoes feitasaos 3, ( M )6, ( ) eaos 10 ( [ ) dias.

Os acessos 11, 17 e 21 apresentaram nitida evolucdo dos embrides com
crescimento e desenvolvimento da parte aérea e sistema radicular como pode ser
visto pelo percentual de desenvolvimento dos embrides (Figura 4). Mesmo com

contaminacgdo bacteriana em 20% dos tubos o0 acesso 21 conseguiu desenvolver-se.
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Figura 4- Percentagem de germinacao (desenvolvimento dos embrides) dos acessos
de Arachis conforme observacao realizada aos 10 dias.

N&o houve desenvolvimento algum para os acessos 4, 5, 6, 9, 10 e 23. Nos
dois primeiros a contaminacéo atingiu 60% dos embrides e nos quatro ultimos 100%.
Para os acessos 4 e 5 pode-se dizer que as sementes ndo estavam viaveis, pois, 0sS
embrides ndo contaminados n&o se desenvolveram. O tempo de armazenagem teve
uma influéncia marcante para os acessos 5, 6, 9 e 10, acessos estes com 15 a 21
anos de conservacdo. Porém, os acessos 16 e 17 com 21 anos de conservacao
apresentaram 40 e 60% de germinacao, respectivamente. Isto mostra de forma clara
que a conservacdo de Arachis é funcdo das condicbes ambientais mas também do
gendtipo, e, possivelmente, das condicbes das sementes quando do

armazenamento. Desta forma, alguns acessos que estdo sendo conservados,



necessitam de maiores cuidados ou de um periodo menor de permanéncia em
camaras de conservacdo conforme as informacfes deste ensaio experimental. As
amostras 9 e 10 eram as mais antigas presentes na camara com 22 anos de
armazenadas. O tempo de armazenamento, associado ao problema na camara pode
estar influenciando na regeneracdo do germoplasma e indicando que as sementes
de amendoim cultivado podem apresentar problemas naturais de conservagao por
periodos muito longos neste tipo de camara de conservacao a medio prazo, 5° C de
temperatura e sem controle de umidade. A metodologia empregada para resgate de
embrido com sementes armazenadas nas condi¢cdes adversas mencionadas foi bem

sucedida.
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