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Biotecnologia = IV Latin-American Meeting of Arachis Specialists /
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. — Brasilia: Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2004.
213 p. — (Documentos / Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
0102-0110; 127)

1. Arachis. I. Titulo. Il. Série.
633.368 — CDD 21



Apresentacao

Os lagos de colaboragéo entre pesquisadores do género Arachis brasileiros e
argentinos e outros especialistas internacionais vém sendo continuamente
estreitados, desde 1980. Pela importancia regional do género e diante de sua
circunscricdo ao Brasil, Bolivia, Paraguai, Argentina e Uruguai, decidiu-se realizar
encontros técnicos bienais de pesquisadores dos paises acima e demais
interessados, para analise diagnostica e discussdo dos progressos e problemas da
pesquisa, na busca de modelos de integracdo cientifica e pratica, voltados a
definicdo de prioridades compartilhadas para o trabalho de cada biénio subsequente.

Em 1997, o Instituto Agrondmico do Estado de Sao Paulo promoveu, em
Campinas, o | Encontro Latino-americano de Especialistas em Arachis, que contou
com 13 palestrantes e a apresentagdo de 32 painéis, gerando dados importantes
para a pesquisa das espécies silvestres de Arachis. O Il Encontro ocorreu em 1999,
na cidade de Cordoba e na Estacdo Experimental de Manfredi, a mais tradicional
instituicdo de melhoramento genético de amendoim na Argentina, contando com a
apresentacdo de 6 palestras e 16 painéis, que abriram maior espaco para o
conhecimento da variabilidade e aspectos fitotécnicos de A. hypogaea O Ill Encontro
foi realizado em 2001, em Londrina, no Parana, com amplo comparecimento dos
especialistas e apresentacdo de 18 palestras e 15 painéis, permitindo maior
aprofundamento sobre a variabilidade do amendoim em outros paises latino-
americanos e sobre as caracteristicas forrageiras de algumas espécies.

Tais encontros colaboraram para a intensa integracdo de esforgos dos
especialistas envolvidos, que hoje se reflete na complementaridade de publicagdes,
na efetivagdo de varias co-autorias interinstitucionais e internacionais, € mesmo na
submissao de projetos colaborativos a Comunidade Européia e ao Centro Argentino-
Brasileiro de Biotecnologia, cobrindo aspectos da conservagao e uso sustentavel dos
recursos genéticos de Arachis, ambos aprovados.

Diante da fecundidade cientifica e da soélida contribuicido para a formagao de
recursos humanos dos trés Encontros anteriores, um IV Encontro foi organizado em
Brasilia, no Distrito Federal, pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, a
instituicdo presentemente mais ativa na pesquisa e conservagao dos recursos
genéticos do género na América e sede do Banco Ativo de Germoplasma de
Espécies Silvestres de Arachis.

O IV Encontro Latino-americano de Especialistas em Arachis foi organizado
pelo Grupo de Pesquisa em Conservacao e Caracterizacdo de Recursos Genéticos
de Arachis e Paspalum, do Diretério 5.0 do CNPq, sob coordenacéo do Curador
Nacional do germoplasma do género Arachis e com a cooperagéo de colegas da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e da Universidade Catdlica de
Brasilia.

O comparecimento de especialistas nacionais e internacionais foi excelente,
totalizando mais de 100 assistentes, com énfase em pesquisadores e produtores
brasileiros, argentinos e de outros paises vizinhos, além de representantes do
IPGRI-Américas, do ICRISAT-india e da Texas A&M University, instituicio norte-
americana fortemente envolvida no melhoramento genético do amendoim a partir da
introgressao de genes de seus parentes silvestres sul-americanos.

O evento teve palestras, mesas-redondas, apresentacdo de painéis e
momentos de discussdo de prioridades para as diversas linhas de pesquisa de
Arachis. Houve 18 palestras, varias preparadas em co-autoria, o que amplia o



numero de envolvidos a 32. As quatro mesas redondas contaram com 21
participantes, 14 deles distintos dos autores de palestras. Por fim, 22 painéis
preparados por 54 autores ou co-autores elevaram o total dos que contribuiram para
ao menos uma atividade a 89 cientistas, estudantes e empresarios.

As palestras cobriram informacdes sobre aspectos histéricos da pesquisa do
género, sobre a evolugdo e domesticacdo de espécies na América do Sul,
variabilidade apresentada pelo amendoim em areas indigenas, taxonomia das
espécies silvestres, citogenética, fitogeografia, incluindo dados resultantes da
utilizacao de Sistemas de Informacdo Geogréfica, aspectos fitopatolégicos e de
contaminagao por toxinas, importantes para o melhoramento genético do amendoim,
busca de genes de resisténcia e sequéncias analogas em espécies silvestres, mapa
genético, caracterizagdo dos genomas dos distintos grupos de espécies, trabalhos
de pré-melhoramento em andamento, abrangéncia da caracterizagdo molecular,
desenvolvimento de protocolos para conservagao in vitro e criopreservacao, e
oportunidades de treinamento informal e formal, em servico e académico, em
aspectos multiplos dos recursos genéticos de Arachis.

As mesas redondas abordaram os temas “Novas prioridades para a coleta de
germoplasma”, “Demandas do melhoramento genético do amendoim”, “Estratégias
complementares e integradas de conservagao” e “Desenvolvimento e adogédo de
cultivares de amendoins forrageiros”. A primeira e a terceira reuniram representantes
dos cinco paises com espécies de Arachis em sua flora, além de especialistas
internacionais com grande dedicagdo ao tema. As outras tiveram a participagao de
melhoristas nacionais e estrangeiros, de representantes de outras areas de
pesquisa, de produtores rurais e da industria.

Entre os resultados alcangados, destacam-se o intenso avanco do
conhecimento e a troca de experiéncias cientificas entre todos os envolvidos, bem
como a consolidacdo da pratica do trabalho multidisciplinar e multi-institucional como
padrdao bem sucedido na abordagem dos recursos genéticos brasileiros e regionais.

A contribuicdo para a formagcao de recursos humanos especializados tem sido
um ponto forte desta série de Encontros. Em 20 anos de vinculagé&o das atividades
de enriquecimento, conservagao e caracterizagao do germoplasma de Arachis com a
orientagdo académica em varias universidades, foram defendidas mais de 30
dissertactes e teses, orientadas por membros da equipe e outros colaboradores.
Alguns dos primeiros treinandos ja tém seus préprios orientados, garantindo
continuidade ao processo. Quatro doutores com teses sobre Arachis foram
contratados pela Embrapa, nos ultimos anos, em fungdo de excelentes colocagdes
em concurso publico, e sua atuacgao inclui a continuacado das pesquisas na equipe.

A presenca de pesquisadores de varias instituicbes e paises permitiu que,
durante o Encontro, fosse concluida a montagem de duas propostas de projetos de
grande interesse para a comunidade cientifica, com foco nas espécies de Arachis. A
primeira foi submetida ao Generation Challenge Program, do Consultative Group on
International Agriculture Research - CGIAR, com o titulo “Unlocking the genetic
diversity in peanut's wild relatives with genomic and genetic tools”. Esta proposta
envolve parcerias com o IBONE-Argentina, ICRISAT-india e Quénia, Agrépolis-
Frangca, CEERAS-Senegal e Universidade de Aahrus-Dinamarca. A segunda,
denominada “Ildentificacdo e mapeamento da distribuicdo geografica e
caracterizacdo da diversidade biolégica das espécies brasileiras de Arachis
(Leguminosae), com vistas a conservagdo dos parentes silvestres e das racas locais
ou variedades crioulas do amendoim (Arachis hypogaea L.)”, foi submetida ao



Ministério do Meio Ambiente-MMA, no ambito do Projeto de Conservacao e
Utilizagdo Sustentavel da Diversidade Bioldgica Brasileira—PROBIO. Ambas
propostas foram aprovadas e ja estdo implementadas, assegurando a continuidade
de implementacao das idéias e prioridades discutidas por ocasiao do IV Encontro.

Por gentil oferta dos participantes argentinos, foi marcado um proximo V
Encontro Latino-americano de Especialistas em Arachis, em Rio Cuarto, Cordoba,
Argentina, a ser realizado em margo ou abril de 2006. Os tramites para a realizagao
desse encontro ja se encontram avangados, com pleno suporte das instituigdes
argentinas envolvidas.

Comisséo Organizadora

José Francisco M. Valls (Coordenador), Alessandra Pereira Favero, Andréa del
Pilar de Souza Pefialoza, da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, e
Adriana Regina Custodio, aluna de mestrado da UnB e estagiaria da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Colaborando com esta comissdo, colegas da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia e da Universidade Catdlica de Brasilia apoiaram agdes especificas do
evento. A UCB forneceu excelente local e infraestrutura para a realizacdo do
Encontro e a apresentacao de painéis foi realizada na Embrapa Sede.

Patrocinio

Além dos fundos aportados pelo CNPq, diretamente a coordenacido do IV
Encontro, ou pelo apoio de “grants” a participagao de bolsistas de Produtividade em
Pesquisa, a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia forneceu recursos
institucionais para o apoio logistico aos participantes em Brasilia. Também se
recebeu suporte das instituicbes de origem dos palestrantes e de outros envolvidos
nas atividades principais, através de sua liberagao para o evento, além da cobertura
de custos parciais ou totais de alguns participantes.

A Comissao Organizadora agradece imensamente pelo suporte recebido, neste
momento de divulgacdo dos Anais do IV Encontro Latino-americano de Especialistas
em Arachis.

Entidades promotoras e co-participantes

O evento contou com o apoio das instituicées abaixo, seja pelo fornecimento de
recursos, ou pela liberacdo de seus funcionarios, bolsistas e estudantes para
participacao efetiva no Encontro:

EMBRAPA/Centro Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia, DF

UCB-DF/Universidade Catodlica de Brasilia, DF

EMBRAPA/Centro Nacional de Pesquisa de Algodao, Campina Grande, PB

EMBRAPA/Centro de Pesquisa Agroflorestal do Acre, Rio Branco, AC

EMBRAPA/Centro de Pesquisa Agropecuaria dos Cerrados, Planaltina, DF



IAC/Instituto Agronémico do Estado de Sao Paulo, Campinas, SP

UNESP/Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Botucatu, SP

UERJ/Universidade do Estado do Rio de Janeiro, RJ

UFPR/Universidade Federal do Parana, Curitiba, PR

USP/Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba, SP

Faculdades Santa Julia, Taquaritinga, SP

CEPLAC/Itabuna, BA

CNPQ/Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico,
Brasilia, DF

CAPES/Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior,
Brasilia, DF

FAPESP/Fundacado de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo, SP

Santa Helena Industria de Alimentos, Ribeirao Preto, SP

Fazenda Alqueire, Rio Pardo, RS

[ICA, Brasilia, DF

PROCISUR, Montevideo, Uruguai.

IPGRI/Américas, Cali, Coldmbia

IBONE, Corrientes, Argentina

INTA, Manfredi, Argentina

Criadero El Carmen, General Cabrera, Cérdoba, Argentina

Universidad del Siglo XXI, Cérdoba, Argentina

ANAPO, Cochabamba, Bolivia

SEFO-Sefosam, Cochabamba, Bolivia

DIA, Asuncion, Paraguai

Facultad de Agronomia de Montevideo, Uruguai

Texas A&M University-TAES, Stephenville, Texas, USA

ICRISAT, Hyderabad, india



IV ENCONTRO LATINO-AMERICANO DE ESPECIALISTAS EM ARACHIS
IV ENCUENTRO LATINO-AMERICANO DE ESPECIALISTAS EN ARACHIS
IV LATIN-AMERICAN MEETING OF ARACHIS SPECIALISTS

Programa/ Program

11/05/2004 - Terca-feira / Martes / Tuesday

08:00 — 10:00 - Inscri¢cOes / Inscripciones / Registration
10:00 — 12: 00 - Abertura / Apertura / Opening

Diretor Executivo da Embrapa

Coordenador de Pds-Graduagao da Universidade Catdlica de Brasilia/UCB
Chefe Geral da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Representantes de Cursos de Pds-Graduagao

Representantes de Organismos Financiadores

Representantes do IBONE, Regensur/PROCISUR e IPGRI-Américas

PALESTRA / CONFERENCE: Catalina Romero Lopes - UNESP/Botucatu, SP &
Marcos Aparecido Gimenes — UNESP/Botucatu & Faculdades Santa Julia,
Taquaritinga, SP / David John Bertioli — UCB, DF / José F. M. Valls - Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia

Impacto da pesquisa botanica, genética e agronémica de espécies de Arachis
na formacdo de recursos humanos latino-americanos. Impacto de la
investigacion botanica, genética y agrondmica de Arachis en la formacién de
recursos humanos latino americanos. Impact of the botanical, genetic and
agronomic research of Arachis on the development of Latin American human
resources

12:00 — 14:00 - ALMOCO / ALMUERZO / LUNCH
14:00 — 18:00: Visita guiada a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

(Embrapa Cenargen). Visita orientada a Embrapa Recursos Genéticos y
Biotecnologia. Guided tour of Embrapa Genetic Resources and Biotechnology

12/05/2004 — Quarta-feira / Miércoles / Wednesday

8:30 — 9:30 - PALESTRA / CONFERENCE: Antonio Krapovickas — IBONE, Argentina
La evolucion de Arachis y la domesticacion de espécies del género. Evolution of
Arachis and the domestication of species of the genus. Evolugdo em Arachis e a
domesticacao de espécies do género.

9:30 - 10:00 - INTERVALO / PAUSE

10:00 — 12:00 - PALESTRAS / CONFERENCES:



Fabio Oliveira Freitas & Marcio C. Moretzsohn - Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Variabilidade de Arachis hypogaea em aldeias indigenas brasileiras.
Variabilidad de Arachis hypogaea en villas indigenas brasileras. Variability of
Arachis hypogaea in Brazilian Indian villages.

Andréa del Pilar de Souza Pefaloza — Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Avancos da citogenética de Arachis no Brasil. Avances de la citogenética de
Arachis en Brasil. Advances of Arachis cytogenetics in Brazil.

Graciela Lavia & Guillermo Seijo - IBONE

Contenido de ADN, distribucion de heterocromatina y cariotipos en la
caracterizacion del germoplasma de mani. DNA content, heterochromatin
distribution and karyotypes in the characterization of groundnut germplasm.
Conteudo de DNA, distribuicdo da heterocromatina e cariétipos na caracterizagao do
germoplasma de amendoim.

Guillermo Seijo & Graciela Lavia - IBONE

Qué nos cuentan los genes ribosomales sobre el origen del mani? What do
ribosomal genes tell us about the groundnut origin? O que nos contam os genes
ribossomais sobre a origem do amendoim?

12:00 — 14:00 - ALMOCO / ALMUERZO / LUNCH
14:00 — 15:30 - PALESTRAS / CONFERENCES:

Andrew Jarvis — IPGRI-Américas, Cali, Colombia

Biogeography of Wild Arachis: Potential new sites of occurrence. Biogeografia
de espécies silvestres de Arachis. Novos sitios potenciais de ocorréncia.
Biogeografia de especies silvestres de Arachis: Nuevos sitios potenciales de
ocurrencia.

Guillermo Seijo - IBONE / Charles E. Simpson — Texas A & M University / Esteban A.
Pizarro — Universidade Federal do Parana, Curitiba, Parana / José F. M. Valls,
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Nuevas recolecciones de Arachis desde la publicacién de la basis de datos en
Internet. New Arachis collections since the publication of the Internet database.
Novas coletas de Arachis desde a publicacdo da base de dados na Internet.

15:30 — 16:00 - INTERVALO / PAUSE

16:00 — 18:00 - MESA REDONDA / ROUND TABLE: Novas prioridades para a
coleta de germoplasma. Nuevas prioridades para la recoleccion de
germoplasma. New priorities for germplasm collection.

MODERADOR / MODERATOR: Renato Ferraz de Arruda Veiga — IAC, Campinas,
Brasil



Antonio Krapovickas - IBONE

Representante da Bolivia (a confirmar)

José F. M. Valls, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Victor Santander — DIA, Asuncién, Paraguai

Esteban A. Pizarro — Universidade Federal do Parana

David E. Williams - Foreign Agriculture Service, USDA, USA

18:00 - 18:15 - INTERVALO / PAUSE

18:15 — 20:00 - SESSAO DE POSTERS. PANELES. POSTER SESSION.

13/05/2004 — Quinta-feira / Jueves / Thursday

8:30 — 10:00 - PALESTRAS / CONFERENCES:

Nelson Dias Suassuna — Embrapa Algodao, Campina Grande, Brasil
Problemas fitopatoldégicos no amendoim. Problemas fitopatolégicos en el mani.
Phytopathological problems of the peanut crop.

(Apresentador a confirmar / Speaker to be confirmed)
Micotoxinas no amendoim. Micotoxinas en el mani. Mycotoxins in peanut.

10:00 — 10:30 - INTERVALO / PAUSE
10:30 — 12:00 - PALESTRAS / CONFERENCES:

Patricia M. Guimardes e Soraya Leal-Bertioli — Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia / David John Bertioli — Universidade Catdlica de Brasilia / UCB,
Brasilia, Brasil

Busca de genes de resisténcia e sequUéncias analogas para resisténcia a
nematodides e doencas foliares em parentes silvestres do amendoim. Busqueda
de genes de resistencia y secuencias analogas para resistencia a enfermedades
foliares en parentes silvestres del mani. Search for resistance genes and analogue
sequences for resistance to foliar diseases in the peanut wild relatives.

Marcos Aparecido Gimenes — UNESP/Botucatu & Faculdades Santa Julia / Marcio
de Carvalho Moretzsohn — Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Avancos recentes na caracterizacdo molecular e mapeamento genético em
Arachis. Avances recientes en la caracterizacion molecular y mapeo genético en
Arachis. Recent advances in molecular characterization and genetic mapping in
Arachis.

12:00 — 14:00 - ALMOCO / ALMUERZO / LUNCH
14:00 — 15:40 - PALESTRAS / CONFERENCES:

Charles E. Simpson — Texas A & M University, Texas, USA



Diversity in Section Arachis and its potential for peanut breeding. Diversidade
na Secgao Arachis e seu potencial para o melhoramento do amendoim. Diversidad
en la Seccién Arachis e su potencial para el mejoramiento del mani.

Alessandra P. Favero — Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia / Charles E.
Simpson — Texas A & M University

Pré-melhoramento em amendoim utilizando espécies silvestres. Pré-
mejoramiento en mani utilizando espécies silvestres. Peanut pre-breeding using wild
relatives.

Hari D. Upadhyaya — ICRISAT, Patancheru, AP, India

ICRISAT work on diversity and enhancing use of Arachis germplasm in crop
improvement. Pesquisas do ICRISAT sobre a diversidade e utilizagdo do
germoplasma de Arachis no melhoramento. Investigaciones del ICRISAT sobre la
diversidad y utilizacion del germoplasma de Arachis en el mejoramiento.

15:40 — 16:00 - INTERVALO / PAUSE

16:00 — 18:00 - MESA REDONDA / ROUND TABLE: Demandas do melhoramento
genético do amendoim. Requerimientos del mejoramiento genético del mani.
Requirements of peanut breeding.

MODERADOR / MODERATOR: Luciano Nass — Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Jorge Baldessari - INTA, Manfredi, Argentina

Ignacio José de Godoy — IAC, Campinas, Brasil

Tais Falleiro Suassuna — Embrapa Algodao, Campina Grande, Brasil
Renato Fechino — Diretor Geral da Santa Helena Industria de Alimentos
Dejair Minotti - Cooperativa COPLANA, Jaboticabal, Brasil

Charles E. Simpson — Texas A & M University

14/05/2004 — Sexta-feira / Viernes / Friday

8:30 — 9:30 - PALESTRAS / CONFERENCES:

Hebe Rey — IBONE, Corrientes, Argentina

Desarrollo de protocolos para conservacién in vitro de Arachis en Argentina.
Development of protocols for in vitro conservation of Arachis in Argentina.
Desenvolvimento de protocolos para conservagao in vitro de Arachis na Argentina.

Elisabeth Mansur — UERJ , Rio de Janeiro, Brasil

Desenvolvimento de protocolos para conservacao in vitro de Arachis no Brasil.
Desarrollo de protocolos para conservacion in vitro de Arachis en Brasil.
Development of protocols for in vitro conservation of Arachis in Brazil.

9:30 - 10:00 - INTERVALO / PAUSE



10:00 — 12:30 - MESA REDONDA / ROUND TABLE: Estratégias complementares
e integradas de conservacdo dos recursos genéticos de espécies de Arachis.
Estrategias complementares e integradas de conservacion de los recursos
genéticos de especies de Arachis. Complementary and integrated strategies
for Arachis germplasm conservation.

MODERADOR / MODERATOR: (A confirmar / to be confirmed)

Jorge Baldessari - INTA, Manfredi, Argentina

Representante da Bolivia (a confirmar / to be confirmed)

Victor Santander — DIA, Paraguai

Representante do Uruguai (a confirmar / to be confirmed)

Elisabeth Mansur — UFRJ , Rio de Janeiro, Brasil

Representante da Geréncia de Recursos Genéticos, Secretaria de Biodiversidade e
Florestas, Ministério do meio Ambiente, Brasilia, DF

David E. Williams - Foreign Agriculture Service, USDA, USA

12:30 — 14:30 - ALMOCO / ALMUERZO / LUNCH

14:30 — 16:30 - MESA REDONDA / ROUND TABLE: Desenvolvimento e adocao
de cultivares de amendoins forrageiros. Desarrollo y adopcién de cultivares de
mani forrajero. Development and adoption of forage peanut cultivars.

MODERADOR / MODERATOR: (A confirmar / to be confirmed)

Gaston Sauma — SEFO-SAM, Cochabamba, Bolivia

José Marques Pereira — CEPLAC / CEPEC, Itabuna, BA, Brasil
Judson Ferreira Valentim — Embrapa Acre, Rio Branco, AC, Brasil
Claudio Takao Karia — Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, Brasil
Naylor Bastiani Perez — Fazenda Alqueire, Rio Pardo, RS, Brasil
Esteban A. Pizarro —Universidade Federal do Parana

16:30 - 17:00 - INTERVALO / PAUSE

17:00 - 17:40 - PALESTRA / CONFERENCE: José F. M. Valls — Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia

O que nao sabiamos sobre Arachis e o0 que ainda continuamos sem
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Segundo estimativas ja divulgadas, das 300.000 espécies de plantas ja
descritas, o homem utilizou para sua alimentagdo, cerca de 3.000 que
presentemente estdo reduzidas a menos de 300 espécies. De acordo com a
Organizagao das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagao ( FAO ) ,nos dias de
hoje apenas 15 espécies sdo responsaveis por cerca de 90% de toda a dieta
humana , sendo elas o arroz,o trigo,0 milho, o sorgo, a cevada, a cana-de-agucar, a
beterraba, a batata, a batata-doce, a mandioca, o feijéo, a soja, 0 amendoim, o céco
e a banana. Mesmo dentre essas espécies sabemos que algumas ja apresentam
significativas perdas de diversidade.

Em 1950, Bem Smith, citado por Valls e Simpson (1994), chamava a atencao
para o fato de que “nenhuma planta de tdo evidente valor para o homem, tem
recebido tdo pouca atengado botanica como o amendoim, A.hypogaea L.” Embora
fosse verdade, silenciosamente mas com grande competéncia e dedicagéo,cientistas
hoje renomados e reconhecidos como V. A Rigoni, A Kaprovickas, W. C. Gregory e
J. Pietrarelli estavam arduamente desenvolvendo competéncias para darem inicio a
coleta e a caracterizagdo do germoplasma do Género Arachis, germoplasma esse
que desde entdo vem se tornando mais amplo, valioso e conhecido. Comecava a ser
formado uma preciosa colecdo de germoplasma de Arachis e a ser realizados
estudos botanicos essenciais para o futuro uso e entendimento desse material.

Nao saberemos dizer com precisdo em qual momento da década de 80 o Dr.
A. Krapovickas e o Dr. J.F.M.Valls conheceram-se. O Dr. Valls, no CENARGEN,
preparava-se para sua primeira viagem de coleta de Arachis no Brasil e como seria
normal de acontecer, o Dr. Krapovickas pertencente a Universidade Nacional Del
Nordeste, Corrientes, Argentina, ja emérito conhecedor do género, enviou-lhe uma
lista de possiveis locais de ocorréncia de espécies conhecidas ou ainda nao
conhecidas, com as caracteristicas das ja descritas para que pudesse identifica-las.
Dessa aproximagdo resultaram seis viagens conjuntas de coleta, a revisdo do
herbario do CENARGEN e uma parceria que se mantém até hoje. Cabe enfatizar
que o Dr. Krapovickas foi o orientador da tese da Dra. Graciela Lavia em citogenética
de Arachis que, presentemente, faz parte junto com o Dr. Guillermo Seijo da Pds-
Graduagdo da Universidade de Cordoba, Argentina, abrindo-se mais uma
possibilidade para a formacgao de recursos humanos.

Nessa mesma década de 80, a partir de 1983, comecava no Depto de
Genética do Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP, a implementacdo de um
Curso de Pdos-Graduagao em Genética Humana e Animal. Procedentes do Instituto
Agronémico de Campinas, éramos a unica docente com doutorado pela USP em
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pesquisas na area vegetal, especialmente com caracterizacdo de diversidade
genética por meio de marcadores bioquimicos (flavonoides, isoenzimas e proteinas
de reserva). Nao conseguimos convencer o Conselho do Departamento da
necessidade imediata de introduzirem a Genética Vegetal e s6 cinco anos mais
tarde, em 1988, nossa producdo cientifica com a Agronomia, a Botanica, o
CENARGEN e outros grupos, comprovou o grande interesse pela Genética Vegetal
e pela nossa atuacao e o curso todo foi reestruturado passando a chamar-se Curso
de Pés-Graduagdo em Ciéncias Biolégicas — Area de Concentragdo em Genética,
com as areas humanas, animal e vegetal a disposigao dos alunos selecionados para
Mestrado e Doutorado. Ja haviamos entdo desenvolvido um solido grupo de
Iniciagdo Cientifica e de bolsistas de Aperfeicoamento e haviamos montado um
eficiente laboratorio para pesquisas com marcadores. Trabalhavamos com
germoplasma de mandioca, couve—flor, espécies silvestres de arroz, eucaliptos,
citros, etc, com colegas da ESALQ e do IAC e até na area animal com alguns
colegas do préprio departamento. O Dr. Norberto da Silva, reconhecido melhorista
de espécies horticolas e que pertence a Faculdade de Ciéncias Agronémicas de
Botucatu, UNESP, tornou-se orientador em nosso grupo responsabilizando-se pelas
disciplinas de melhoramento vegetal.

Devido a nossa especializacdo na caracterizagdo de recursos genéticos,
desde 1986 desempenhavamos a fungcdo de Assessora Cientifica junto ao
CENARGEN, mais especificamente junto a Secdo de Caracterizacdo de
Germoplasma Vegetal. Foi essa feliz oportunidade que nos aproximou do Dr.
J.F.M.Valls e permitiu um contato cientifico mais estreito com o mesmo.

O Dr. Valls vem desenvolvendo, ao longo dos anos, um importantissimo
trabalho botanico de coleta e conservacao de espécies de Arachis, determinacao de
suas areas de ocorréncia, descricdo de novas espécies, das quais seis em co-
autoria com Krapovickas e Gregory na monografia publicada em 1994 por esses
autores e dez novas espécies que estdo sendo descritas. A partir desse nosso
contacto no CENARGEN ficou claro para ambos a vantagem de uma nova e
proveitosa parceria. A Colecdo Viva de Germoplasma de Espécies Silvestres de
Arachis nos comprovou a existéncia de uma coleg¢ao viva, bem amostrada e bem
documentada, que satisfaria a maioria dos problemas referentes a um amostragem
genética cientificamente satisfatéria. Nosso trabalho junto a Universidade nos havia
levado a descobrir um prazer imenso nas tarefas de orientagdo e um dom inato para
isso e, de repente, estdvamos diante de uma colegdo de germoplasma inigualavel e,
além disso com um germoplasma quase todo nativo ,um recurso genético nosso e
valioso,sob a responsabilidade de um notavel curador, botanico reconhecido do
género, interagindo com pesquisadores importantes da area. Por sua vez ocorreu
ao Dr. Valls que estava diante de pesquisadora interessada, com competéncia para
desenvolver pesquisas sobre caracterizagcdo genética e outros estudos importantes
com esse material e, acima de tudo, trabalhando num pélo gerador e formador de
recursos humanos.

Como docente de uma universidade, de ha muito haviamos nos
conscientizado da importancia de formar recursos humanos, uma das poucas formas
inquestionaveis de contribuir para o progresso do pais, sentimento esse
compartilhado pelo Dr. Valls. Ambos ja tinhamos experiéncias prévias de orientagcéo
e partimos para a concretizagao da nova tarefa.

Em 1989 comecamos a orientar trés mestrandos, um dos quais, a pés-
graduanda Maria Leticia Galgaro, deu inicio a um projeto sobre o estudo da



variabilidade genética e das relagcdes de similaridade entre e dentro das espécies A.
villosulicarpa, A. Pietrarelli e A. hypogaea, pelo uso de isoenzimas. M. L. Galgaro foi
a nossa primeira aluna a fazer parte de uma coleta junto com o Prof. Dr. Valls, tendo
visitado a regido das tribos dos Nhambiquaras para coleta de material de A
villosulicarpa.

Enquanto se desenvolvia o credenciamento do Dr. Valls junto ao nosso Curso
de Pos-Graduagao partimos para os EUA como bolsista de pds-doutorado da
FAPESP, para desenvolvermos competéncia na analise de marcadores moleculares,
na época, com RFLP e com RAPD e |a permanecemos por cerca de um ano. Fomos
para o laboratério do Dr. Gary Hart junto a Texas A&M University, College
Station, Texas. O pés-doutorado foi excelente, de grande proveito e nos permitiu abrir
as portas para o doutorado “sandwich” de nosso primeiro orientado de doutorado, o
Dr. Celso Luis Marino, hoje nosso colega no Depto. de Genética.

Em 1991 nossos trés mestrados se completaram e demos inicio a outros
mestrados e doutorados e hoje contamos com cinco mestrados e oito doutorados
concluidos em Arachis, além de um doutorado em andamento, dentre as quarenta e
cinco orientacbes de dissertacdes e teses nas quais temos trabalhado.Diversas
orientagdes de IC e de Aperfeigoamento também foram realizadas. Numa de nossas
visitas ao Dr. Gary Hart, ele gentilmente nos levou para Stephenville na Texas
Agricultural Experimental Station, também pertencente a Texas A&M University, para
que pudéssemos conhecer o Dr. Simpson que ja a bastante tempo partilhava
pesquisas com o Dr. Valls, companheiro de oito expedi¢cdes de coleta e, que mesmo
a distancia tem sempre apoiado e co-orientado nossos trabalhos de melhoramento e
pré-melhoramento. O Dr. Simpson trabalha na coleta e preservagdo de germoplasma
silvestre e obtencdo de hibridos interespecificos.

Em 1993 entramos em contato com o Prof. Dr. Gary Kochert professor do
“‘Department of Botany, Crop and Soil Sciences, University of Georgia, Athens, GA,
USA” que ja trabalhava com espécies silvestres de Arachis e com o amendoim
cultivado, dando assessoria a plantadores de amendoim do Estado da Geodrgia e,
apos um estagio de dois meses em seu laboratério estabelecemos um projeto
conjunto para o desenvolvimento de bolsas de doutorado tipo “sandwich”
(concedidas pelo CNPq) e que foram utilizadas pelos doutorandos Maria Leticia
Galgaro e Marcos Ap. Gimenes que la permaneceram por dois anos desenvolvendo
projetos em Arachis e utilizando diferentes marcadores moleculares.O Prof. Kochert
visitou-nos mais tarde participando de nossa P.G. com um curso rapido de uma
semana, sobre “Aspectos de Biologia Molecular na Area Vegetal”, tendo participado
com sua esposa e conosco de visita ao Dr. Valls no CENARGEN e de uma mini
coleta.

Em 1993, o Dr. Valls tornou-se para nés o Prof. Valls e deu inicio a trés
orientagdes de mestrado, dois na UNESP e um na UnB. A partir de entdo ele ja
orientou oito mestrados, cinco na UNESP e trés na UnB com mais dois mestrados
em andamento e ja orientou cinco doutorados na UNESP com mais dois doutorados
em andamento, também na UNESP.

Como seria de se esperar, nosso laboratério ao qual denominamos desde a
bastante tempo de BIOGEM (Laboratério de Biotecnologia e Genética Molecular), no
Depto de Genética, IB, Botucatu, UNESP, n&do se deteve no tempo, mas soube
acompanhar a evolugdo dos marcadores genéticos moleculares. Foram incluidos
nas nossas competéncias os usos do marcador AFLP e de marcadores altamente
polimérficos e por isso altamente discriminativos, como s&o os microssatélites.



Com o acumulo de conhecimento gerado ao longo de todos esses anos,
naturalmente o grupo, e aqui incluimos o Dr. Valls e toda sua equipe, tem investido
nao so6 na formacado de recursos humanos nas areas basicas, como botanica
(desenvolvimento de descritores morfolodgicos), citogenética (contagem do numero
de cromossomos nas diferentes espécies, 2n=18; 2n=20; 2n=40 ) e utilizagdo de
marcadores moleculares para caracterizagdo da diversidade genética nas espécies
de Arachis ,uso de sequéncias de espacadores de genes ribossomais (“ITSs -
Internal Transcribed Spacers) do DNA para estudo de relagdes filogenéticas, etc,mas
também na formacdo de recursos humanos que levem a valorizagdo do
germoplasma em estudo,por meio das mais avangadas técnicas de Biologia
Molecular e de Genética Molecular. Por esse motivo temos projetos para prospecg¢ao
de genes de resisténcia as principais doengas do amendoim cultivado, A. hypogaea,
projetos para a identificacdo de genes diferencialmente expressos em fungcédo da
resposta do amendoim a infecgdo por fungos e projetos de construgdo de mapas
saturados com integracédo de diferentes marcadores moleculares que nos permitam
facilitar a deteccdo de QTLs.E necessario esclarecer que um outro aspecto de
maxima importancia para nosso grupo tem sido e continuara a ser a pesquisa com
os materiais forrageiros. Embora esses assuntos referentes as pesquisas sejam os
mais interessantes para uma apresentacao e discussao, respeitamos o fato de que
serdo os assunto a serem tratados nas palestras dos Profs. Drs. Marcos Ap.
Gimenes e David J. Bertioli.

Na década de 90, um novo aliado, o Dr. Esteban Pizarro, chegou proveniente
do CIAT e passou a trabalhar no CPAC, proximo a Brasilia. A partir de entdo temos
contado com mais um co-orientador e membro de varias bancas de teses em
Arachis, que se dedicou a avaliacdo de materiais importantes e de uma série de
expedi¢cdes para coleta, especialmente de materiais forrageiros. Presentemente o Dr.
Pizarro trabalha junto a P6s-Graduacao em forrageiras na Universidade Federal do
Parana e esperamos que la esteja compartilhando da formag¢ao de outros recursos
humanos.

Outro centro de formacédo de recursos humanos para pesquisas em Arachis
tem como orientadora a Dra Elisabeth Atalla Mansur de Oliveira da Pds-Graduagao
em Biociéncias Nucleares da Universidade Estadual do Rio de Janeiro. A referida
pesquisadora ja concluiu a orientagdo de duas dissertagbes de mestrado e de uma
tese de doutorado além de orientagbes de iniciagées cientificas. Seus projetos
referem-se a transformacdes genéticas de amendoim por meio de eletroporagéo e
morfogénese, micropropagacgao e preservagao in vitro de espécies silvestres.

Um grupo recente mas bastante produtivo estabeleceu-se na Universidade
Catolica de Brasilia sob a lideranga do Dr. David John Bertioli. Duas Iniciagdes
Cientificas ja foram orientadas pelo Dr. Bertioli e trés pela Dra Soraya Leal-Bertioli e
outras se encontram em andamento. Trés orientacbes de mestrado ja foram
concluidas pelo Dr. Bertioli e um mestrado e trés teses de doutorado encontram-se
em andamento. O Prof. Valls e nosso grupo de Botucatu fazem parte de projetos
com essa nova equipe.

Os investimentos intelectuais, morais e cientificos desses anos todos resultou
na multiplicacdo do numero de pesquisadores envolvidos em pesquisas referentes
ao Género Arachis. E com muita alegria que vemos surgindo uma segunda geragao
de pesquisadores, na UNESP (Botucatu/SP), no IAC (Campinas/SP), na Faculdade
de Agronomia Luis Meneghel (Bandeirantes/PR), no CENARGEN/EMBRAPA
(Brasilia/DF), na Universidade Catdlica de Brasilia (Brasilia/DF) etc, a maior parte



deles como produtos de nossas maos, todos pesquisadores eficientes e realmente
interessados ja produzindo novos conhecimentos. A descoberta da importéncia
econdmica do género para o Brasil e 0 mundo e da existéncia dos valiosos recursos
genéticos que possuimos também tem atraido novos pesquisadores, o que soO
aumenta a producgéo de resultados de grande importancia e convence a todos nds
que temos trabalhado com Arachis, de que um excelente trabalho foi executado.

APOIO FINANCEIRO:
FAPESP-SAO PAULO/SP; CNPg-BRASILIA/DF; FINEP-RIO DE JANEIRO/RJ;CFC-
AMSTERDAM/HOLANDA; UNIAO EUROPEIA; PRODETAB.
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AVANCOS RECENTES NA CARACTERIZACAO MOLECULAR E MAPEAMENTO
GENETICO EM Arachis
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O género Arachis compreende uma espécie de importancia agronémica e
espécies de grande potencial, principalmente para uso forrageiro. A principal espécie
do género € A. hypogaea L., o amendoim cultivado, a qual € amplamente cultivada
em mais de 80 paises e é utilizada para varios fins, como por exemplo, para
producao de 6leo e para consumo direto. Devido a importancia de A. hypogaea, a
maior parte dos estudos no género Arachis, até alguns anos atras, concentrava-se
na secao Arachis, uma das nove sec¢des do género Arachis. Essa secao inclui o
amendoim cultivado (A. hypogaea — genoma AABB), A. monticola, também
alotetraploide, e outras 25 espécies dipldides silvestres, que possuem genomas
similares aos de A. hypogaea, segundo evidéncias citogenéticas (Fernandez &
Krapovickas, 1994; Lavia, 1998), moleculares (Kochert et al., 1996; Moretzsohn et
al.,, 2004) e de cruzabilidade (Krapovickas & Gregory, 1994). Essas espécies,
portanto, podem ser utilizadas como fontes de genes em programas de
melhoramento genético do amendoim, por meio de introgressdao de genes de
interesse, como por exemplo, genes de resisténcia a doengas e pragas.

A secao Arachis ainda é alvo da maioria dos estudos, mas nao € mais o unico
foco de estudos no género. O numero de estudos envolvendo outras segdes tem
aumentado bastante nos ultimos anos (Galgaro et al., 1998; Gimenes et al., 2000;
Palmieri et al., 2002), em consequéncia do trabalho de coleta que tem sido realizado
e que tem aumentado consideravelmente a quantidade de germoplasma disponivel.
Com isso, uma maior variabilidade torna-se disponivel para ser utilizada em
programas de melhoramento das espécies ja cultivadas, elevando as chances de
novos cultivares serem obtidos. As coletas realizadas tiveram ainda como
consequéncia a identificacdo de novas espécies no género. Além disso, 0 aumento
foi impulsionado pelo sucesso que algumas espécies de Arachis tém alcangado
como plantas forrageiras, principalmente A. pintoi (se¢cao Caulorrhizae) e A. glabrata
(secao Rhizomatosae).

Uma grande parte dos estudos moleculares publicados sobre o género
Arachis s&o referentes a caracterizagado da variabilidade genética do germoplasma,
mas ultimamente tem aumentando o numero de estudos visando a prospeccio de
genes de interesse nas espécies silvestres do género, que possam ser utilizados no
melhoramento genético de A. hypogaea (Leal-Bertioli et al, 2000; Pande & Rao,
2001).

A avaliagao da variabilidade genética é um dos passos mais importantes para
manutengdo e uso do germoplasma de uma espécie. No género Arachis, a
caracterizagdo da variabilidade genética tem sido realizada entre e dentro de
espécies, abrangendo praticamente todas as suas segbes. Esses estudos tém
mostrado que espécies silvestres de Arachis apresentam uma grande variabilidade
genética, mas pouca variabilidade tem sido detectada no amendoim cultivado, por
meio de marcadores bioquimicos e moleculares. A falta de polimorfismo no
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amendoim tem limitado muitos estudos genéticos a partir do uso de marcadores
moleculares, tais como a construgdo de mapas de ligagcéo e a selegéo assistida por
marcadores. No entanto, tem se observado, nos ultimos anos, uma grande evolugao
na analise da variacido intra-especifica em A. hypogaea e em outras espécies de
Arachis. Os estudos iniciais geralmente envolveram um numero bastante reduzido
de acessos por espécie, e atualmente o numero € muito maior em funcdo do
aumento de acessos, o que € consequéncia direta do esfor¢o realizado para se
aumentar o germoplasma disponivel do género.

Com relagao aos métodos utilizados para a avaliagao de variabilidade, tem se
observado que os meétodos tém acompanhado a evolugdo dos marcadores
genéticos, a qual tem ocorrido no sentido de desenvolvimento de marcadores mais
informativos, isto €, marcadores que permitam a analise de regides altamente
polimodrficas do genoma. Como aconteceu em outras espécies vegetais, os primeiros
marcadores utilizados em Arachis foram as isoenzimas e proteinas (Cherry, 1975;
Krishna & Mitra, 1988). Em seguida, vieram os polimorfismos de fragmentos de
restricdo ou RFLPs (Paik-Ro et al., 1992; Kochert et al., 1996; Galgaro et al., 1998),
os RAPDs (Halward et al., 1991, 1992, Gimenes et al., 2000), AFLPs (He & Prakash,
1997, 2001; Gimenes et al., 2002) e os marcadores do tipo microssatélites (Hopkins
et al., 1999, He et al., 2003; Ferguson et al., 2004; Moretzsohn et al., 2004). Nos
ultimos anos, um grande esforgo tem sido feito para desenvolvimento de marcadores
microssatélites para Arachis spp. Marcadores microssatélites ou SSR (“Simple
Sequence Repeats”) constituem a ferramenta ideal para diversos estudos em
plantas, incluindo a andlise da variabilidade genética de cole¢gdes de germoplasma e
a construgcado de mapas de ligacéo (revisto por Gupta & Varshney, 2000), por serem
multialélicos, codominantes e baseados em PCR. Atualmente, existem mais de 500
marcadores microssatélites descritos ou sendo caracterizados para o amendoim.

A avaliagdo da variabilidade genética no germoplasma das espécies de
Arachis, além de contribuir com informag¢des importantes para a manutengao do
germoplasma de Arachis, tem também sido util para responder a varias questdes e
para levantar varias outras, principalmente sobre relagcbes entre as espécies e taxa
de fecundacéo cruzada em algumas delas. As perguntas que surgiram fizeram com
que fossem utilizados outros tipos de analises moleculares, como por exemplo, a de
sequéncias de espacadores de genes ribossomais (ITS - Internal Transcribed
Spacers) do rDNA, as quais tém se demonstrado muito uteis no estabelecimento de
relagdes filogenéticas entre espécies de diversos géneros. As analises de ITSs das
espécies de Arachis tém permitido a resposta a varias questdes, como por exemplo,
a origem comum das espécies de 18 cromossomos da segao Arachis (A. decora, A.
praecox, A. palustris), a partir de uma espécie de genoma B.

As duvidas sobre a taxa de fecundacao cruzada entre espécies foram um dos
motivos para o desenvolvimento de marcadores microssatélites para trés espécies
(A. hypogaea, A. glabrata e A. pintoi). Este tipo de marcador, por ser codominante e
multialélico, tem fornecido dados importantes sobre o tipo de sistema de cruzamento
nas espécies de Arachis. Por exemplo, a analise do germoplasma de A. glabrata
com microssatélites revelou uma heterozigosidade observada muito alta para uma
espécie considerada autégama, de acordo com evidéncias morfolégicas. Marcadores
do tipo microssatélite certamente ainda contribuirdo muito na avaliacdo de
germoplasma de Arachis, pois além das vantagens citadas acima, estes tém se
mostrado altamente transferiveis entre espécies e, devido ao modo de deteccéo,
facilitam a integracdo e comparagao entre dados obtidos a partir da analise de



materiais diferentes. Outros marcadores como RAPD e RFLP tém se mostrado
inadequados neste sentido, devido a falta de repetibilidade e por dificuldades na
interpretacédo dos resultados, uma vez que € detectado um grande numero de locos
ao mesmo tempo em uma unica analise.

Marcadores microssatélites tém ainda contribuido enormemente na
prospeccado de genes em Arachis, pois estdo sendo utilizados para obtencédo de
mapas genéticos, que estao sendo construidos, utilizando-se populagdes resultantes
de cruzamentos intra-especificos (A. stenosperma x A. stenosperma, A. magna x A.
magna) e interespecificos (A. ipaénsis x A. magna, A. duranensis x A. stenosperma).
Microssatélites facilitardo a comparagdo entre os mapas e a integragdo com
marcadores derivados de RGAs (resistance gene analogs) e marcadores
desenvolvidos a partir de ESTs (“Expressed Sequence Tags”), selecionados em
experimentos nos quais pretende-se identificar genes diferencialmente expressos em
funcdo da infecgdo aos nematdides das galhas (Meloidogyne spp.) e fungos, como
Cercosporidium personatum, causador da mancha preta e Cercospora arachidicola,
causador da mancha parda. O mapeamento de marcadores associados a locos que
conferem resisténcia a esses nematodides e fungos ir4 acelerar sobremaneira o
processo de introgressdo dos genes de resisténcia para o amendoim cultivado, pelo
método de retrocruzamento. A integracdo de todos esses marcadores moleculares
em um mapa facilitara a identificagdo dos genes envolvidos na resisténcia e
futuramente a clonagem dos mesmos, uma vez que os ESTs e RGAs que forem
mapeados nas regides onde os QTLs s&o encontrados podem ser considerados
fortes candidatos a genes envolvidos na caracteristica em estudo e tém sido uma
excelente alternativa para a clonagem posicional. Esta estratégia tem se
demonstrado bastante promissora para identificacdo de genes de diversas
caracteristicas em diferentes espécies (Zheng et al., 2003; Flandez-Galvez et al.,
2003). Além disso, estudos demonstraram que QTLs para a mesmas caracteristicas
podem ser conservados em relacdo a constituicdo e posicdo entre espécies
relacionadas (Changé et al., 2003), o que sugere que os dados obtidos podem
contribuir para identificacdo de QTLs em outras espécies do género.

REFERENCIAS

CHAGNE, D. Molecular Breeding v.12, p. 185-195, 2003.

CHERRY, J.P. Peanut Science v.2, p. 57-65, 1975.

FERGUSON, M.E. Theor. Appl. Genet., v.108, p.1064-1070, 2004.
FERNANDEZ, A. & KRAPOVICKAS, A., Bonplandia, v.8, p.187-220, 1994.
FLANDEZ-GALVEZ, H. Theor. Appl. Genet., v. 107, p. 1257-1265, 2003
GALGARO, L., Genome, v.41, p.445-454, 1998.

GIMENES, M.A., Euphytica, v.116, p.187-195, 2000.

GIMENES, M.A., Genet. Mol. Biol., v.25, p.349-353, 2002.

GUPTA, P.K. & VARSHNEY, R.K. Euphytica, v.113, p.163-185, 2000.
HALWARD, T.M., Genome, v.34, p.1013-1020, 1991.

HALWARD, T.M., Plant Mol Biology, v.18, p.315-325, 1992.

HE, G., BMC Plant Biology, v.3, 2003 [http://www.biomedcentral.com/1471-2229/3/3].
HE, G. & PRAKASH, C.S. Euphytica v.97, p.143-149, 1997.

HE, G. & PRAKASH, C.S. Gen. Resour. Crop Evol., v.48, p.347-352, 2001.
HOPKINS, M.S., Crop Sci., v.39, p.1243-1247, 1999.

KOCHERT, G., Am. J. Bot. v.83, p.1282-1291, 1996.

KRAPOVICKAS, A & GREGORY, W. Bonplandia v.8, p.1-186, 1994.
KRISHNA, T.G. & MITRA R. Euphytica, v.37, p.47-42, 1988.

LAVIA, G.1., Cytologia, v.63, p.177-181, 1998.

LEAL-BERTIOLI, S.C.M., Boletim de Pesquisa n° 20. EMBRAPA, 2000.
MORETZSOHN, M.C., BMC Plant Biology, 4:11, 2004.




PAIK-RO, Theor. Appl. Genet., v.84, p.201-208, 1992.
PALMIERI, D.A., Mol. Ecol. Notes, v.2, p.551-553, 2002
PANDE, S. & RAO, J.N., Plant Disease, v.85, p.851-855, 2001.
ZHENG, B.S. Theor Appl Genet, v. 107, 1505-1515, 2003.



USING WILD SPECIES AND GENOMIC TOOLS TO IMPROVE RESISTANCE IN
PEANUT (Arachis hypogaea L.)

Bertioli, D.J.", Favero, A.P.%, Gimenes, M.A.%, Guimarges, P.M., Krapovickas, A‘ Lavia, G.* Leal-
Bertioli, S.C.M.%, Leoi, L.C.T.', Madsen, L. H.°, Moretzsohn, M. C.2, Parniske, M.?, Proite, K.%, Sandal,
N.%, Seijo, J.G.?, Stougaard, J.° and Valls, J.F.M.%

! Universidade Catdlica de Brasilia, Campus I, Biotecnologia e Ciéncias Genomicas - SGAN Quadra
916, Mddulo B, Av. W5 Norte, Brasilia - DF, 70790-160, Brazil.

EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, Parque Estac&do Bioldgica-pqEB, Final Av. W5
Norte, Brasilia-DF, 70770-900, Brazil.

*Universidade Estadual de Sao Paulo, Instituto de Biociéncias, Distrito de Rubio Junior s/n, Botucatu,
Sao Paulo 18618-000 Brazil.

“Instituto de Botanica del Nordeste, Laboratorio de Citogenetica Vegetal, Sargento Cabral 2131
Corrientes, 3400 Argentina.

5Laboratory of Gene Expression, Department of Molecular and Structural Biology, Gustav Weides Vej
10 8000C, Aarhus, Denmark

6 Sainsbury Laboratory, John Innes Centre, Norwich Research Park, Colney, Norwich, NR4 7UH,
England.

INTRODUCTION

The legume genus Arachis is native to South America, and contains 69
described species. One of these, peanut, is the fifth most important oilseed in the
world, and is also widely consumed as peanut butter, salted nuts, sweets, bakery
products, and animal feed, and is a key plant in tropical subsistence agriculture in
South America, Africa, India and Asia.

Improvement of peanut by breeding achieved much in the last century, but has
been fundamentally limited by an extreme genetic bottleneck at the origin of the crop.
This origin was through the hybridisation of two diploid wild species of Arachis
followed by a spontaneous duplication of chromosomes. The resultant plant, would
have had hybrid vigor, but be reproductively isolated from its wild relatives. This has
led to a lack of diversity for traits of agricultural interest, and to a lack of genetic
diversity, which has made genetic characterization very difficult.

Wild diploid Arachis species are, on the other hand genetically very diverse
and have been selected during evolution by distinct environments and biotic stresses.
This presentation describes the progress of two projects which fund a consortium of 6
labs in 4 different countries. The research aims to unlock the genetic diversity of wild
Arachis, identifying sources of resistances to biotic stress in wild Arachis germplasm
and developing tools and a knowledge-base for the incorporation of these resistances
in cultivated peanut by breeding.

The diseases and pests targeted are the fungal leaf spots Cercospora
arachidicola and Cercosporidium personatum, the rust Puccinia arachidis and root-
knot nematodes (Meloidogyne ssp.). The tools and knowledge base being developed
consist of genetic and physical maps of Arachis, and analysis of orthologous genomic
regions of Arachis and the model legume Lotus japonicus.

MATERIALS AND METHODS
Detached leaf bioassays (5) were done using mixed strains of C. arachidicola,

C. personatum and a pure strain of P. arachidis from Sao Paulo State, Brazil.
Selected accessions were then tested with pure strains in detached leaf bioassays



and field tested in Northeast Argentina.

M. arenaria race 1 from Texas, USA; and an unusual population of M. javanica
from A.pintoi from Paranda, Brazil were used for bioassays as described by Hussey
and Barker (3).

Fluorescent in-situ hybridization (FISH) was done as described by Pedrosa et
al. (7)

Hybridisations of Arachis plants were as described by Nigam et al. (6).

Microsatellite containing sequences were obtained from: enriched genomic
libraries as described by (8): ESTs of A.stenosperma produced by us, and Arachis
spp. sequences available in Genbank. "Troll" was used for identification of
microsatellites (2).

Isolation of resistance gene analogues (RGAs) was described by Bertioli et al.
(1).

For anchor-marker development, legume EST sequences which had a single
strong homologue in Arabidopsis were selected from L. japonicus, Medicago

truncatula and Glycine max. Conserved regions flanking inferred introns were used
for primer design.

RESULTS

Bioassays
Bioassays with the fungal diseases were done using 109 wild accessions of

Arachis spp. and ten varieties of A. hypogaea. The A. hypogaea were more
susceptible than any of the wild Arachis spp. tested. Numerous wild Arachis spp.
showed no disease symptoms when inoculated with the fungi. The selected
accessions tested in field conditions in Argentina showed the same resistance as
against mixed and pure strains in detached leaf assays using Brazilian isolates.

Bioassays with M.javanica and M. arenaria also showed that A.hypogaea was
more susceptible than any of the wild Arachis spp. tested. Several wild Arachis which
supported no detectable nematode replication were identified (Fig.1).

Cytology
Only two pairs of A. hypogaea chromosomes can de distinguished based on

morphology. The SAT pair, that has a submedian secondary constriction that bears
the nucleolar organizer, and the "A" pair that is small. The presence of the A pair
distinguishes wild diploid Arachis of the botanical section Arachis with A genome
types. Silver staining allows the recognition of a further two pairs of chromosomes.

C-DAPI staining showed that the chromosomes of A type genomes have
densely staining heterochromatic centromeric bands, whilst non-A (B) type genomes
do not. In A. hypogaea, 20 chromosomes (half of the total) are of the former type, and
20 of the latter. Some of the chromosome pairs presented characteristic bands that
provide further physical markers.

In the diploid species, the numbers of rDNA 45S and rDNA 5S signals were
variable. However, in all varieties of A. hypogaea there were three pairs of sites of
rDNA 45S and one pair of rDNA 5S on the B genome component; and two pairs of
rDNA 45S and one pair of rDNA 5S on the A genome component.

Careful comparison of the morphology, staining and distribution of ribosomal
sites in Arachis spp. supported the hypothesis that peanut arose by hybridization and



polyploidization of individuals with genomes similar to A. duranensis (A genome) and
A. ipaensis (B genome) (9).

Mapping populations

Two mapping populations of 93 F2 plants derived from crosses between
diploid Arachis have been obtained so far: One derived from A. duranensis K7988
and A. stenosperma V10309. The parents are respectively, susceptible and resistant
to: Brazilian and Argentinan isolates of C. arachidicola, C. personatum and to M.
javanica, and M. arenaria. The second mapping population is derived from a cross of
A.ipaensis K30076 and A.magna K30097. The parents are respectively, susceptible
and resistant to C. personatum.

Marker development

Microsatellite markers

Sequencing of genomic DNA libraries of A.hypogaea enriched for
microsatellite repeats (mostly TC, AC, GA and TTG) allowed the design of 240 primer
pairs; about 166 microsatellite markers for Arachis are available from the literature; a
further ¢.60 primer pairs were designed using A.stenosperma ESTs; and c.60 primer
pairs were designed using Arachis sequences in Genbank that were not annotated as
microsatellite containing.

RGAs
A total of 78 DNA sequences encoding nucleotide-binding regions complete between
P-loop and GLPL motifs were obtained. These sequences represented 61 non-
redundant protein sequences. 45 of these are of the TIR-type and 16 of the non-TIR
type.

Anchor-markers
867 pairs of conserved legume sequences flanking inferred intron sites were
identified. Of 50 primer pairs tested in the parents of the A genome mapping
population, 25 amplified the correct product. The degree of nucleotide polymorphism
between the parents was, on average, 1 SNP per 88 bp and 1 indel per 1640 bp. So
far 20 anchor-markers have been developed.

Genetic Mapping
About 45% of microsatellite markers tested were polymorphic between the A genome
mapping parents, di-nucleotide microsatellites having slightly higher polymorphism
than tri. So far 110 microsatellite markers have been scored for this population, of
these the segregation of 50% is distorted. The parentals of the B genome population
have lower levels of polymorphism, of the 50 microsatellite markers tested so far 11
were polymorphic. Bioassays were done on the A genome mapping population with
C. arachidicola, segregation of resistance to susceptibility was 53:18 (2.94:1).

Complex hybrids

Twelve A genome and 6 B genome wild Arachis spp. with high levels of
disease resistance were selected for crossing. Of the 26 crosses attempted, 17 gave
sterile AB hybrids. Colchicine treatment to regain fertility was so far successful for 4
of these. To date three complex hybrids between wild Arachis species and peanut
have been created (see Fig. 2):
A.hypogaea x (A.hoehnei x A.cardenasii)°
A .hypogaea x (A.aff. magna x A.villosa)°
A.hypogaea x (A.ipaensis x A.duranensis)*




DISCUSSION

The ¢.80 described species of wild Arachis are divided into nine taxonomical
accessions, based upon morphology and sexual compatibilities. This work was
confined to species within the section Arachis that includes A.hypogaea.

Bioassays identified abundant sources of disease resistance in wild diploid
Arachis to the most important fungal diseases in Latin America, the fungal leaf spots
C. arachidicola and C. personatum, and the rust Puccinia arachidis; and to the very
damaging and difficult to control root-knot nematodes (Meloidogyne).

Classical cytological methods underlined the substantial differences between
the A and B component genomes of peanut. The use of FISH showed that the extant
wild diploid species with genomes most similar to the component genomes of peanut
are A. ipaensis and A. duranensis.

Because peanut is tetraploid and has very low levels of polymorphism, genetic
mapping is very difficult. Therefore we decided to generate maps for the diploid A and
B genomes separately. For this, we made two F2 populations, one representing the A
genome; derived from a cross of A. duranensis with A. stenosperma, the other
representing the B genome from a cross of A. ipaensis with A. magna. Taking into
consideration the bioassays results, the parentals were chosen to enable the placing
of disease resistances on the diploid maps. Bioassays done on the A genome
mapping population with C. arachidicola show a segregation very close to 3:1
suggesting that a single gene may determine resistance against this fungal pathogen.

For the construction of genetic maps we developed three types of marker:
microsatellites, because they are highly transferable between Arachis species;
anchor-markers, to allow comparisons of the Arachis and Lotus genomes; and RGAs
because they are more likely to be linked to disease resistances.

Results so far show that the A genome population has a level of polymorphism
that is very favourable for marker development, however, segregation distortion will
limit the use of this cross for the study of certain regions of the genome. Therefore,
further inter-specific crosses have been made to develop another A genome mapping
population. In addition, a tetraploid mapping population derived from the cross A.
hypogaea x (A. ipaénsis KG30076 x A. duranensis V14167)° is under development.

For the incorporation of wild Arachis genes into peanut, we used the diploid
tetraploid/pathway with two-way cross (10). In this way, so far, three complex hybrids
between wild Arachis species and peanut have been created. These hybrids
incorporate new disease resistance genes through both the A and B genomes. The
usefulness of their resistances was further confirmed this season in our greenhouse
during a severe combined attack by C. personatum, P. arachidis. All A. hypogaea
were severely affected, many loosing almost all of their leaves, whilst all complex
hybrids showed high degrees of resistance.

The Arachis microsatellite markers, genetic maps, and complex hybrids will be
used in marker-assisted breeding programs. One of the first aims of the breeding
program will be the selection for wild disease resistance genes on both the A and B
genomes of peanut, we hope that this way the durability of disease resistance can be
maximised. In addition we anticipate that new peanut varieties incorporating wild
Arachis genes will have other characteristics and allelic combinations unavailable in
peanut varieties developed only using lines of A. hypogaea.



ACKNOWLEDGEMENT

This work was supported by the European Union: INCO-DEV, Contract ICA4-
CT-2001-10072 Project "ARAMAP" and by the World Bank and EMBRAPA "The
Agricultural Technology Development Project for Brazil" (PRODETAB), project
reference 004/01/01.

REFERENCES

(1) BERTIOLI, D.J., LEAL-BERTIOLI, S.C.M., LION, M.B., SANTOS, V.L., PAPPAS, J.R. G,
CANNON, S.B.; GUIMARAES, P.M. Mol. Genet. Genom., v.270, p.34-45. 2003.

(2) CASTELO, A.; MARTINS, W.S.; GAI, G. Bioinformatics, v.18, p. 634-636. 2002

(3) HUSSEY RS. and BARKER KR. Plant Dis. Rep. v. 57, p. 1025-1028. 1973.

(4) KOCHERT G., HALWARD T. and STALKER HT. In: PICKERSGILL, B.; LOCK, J. M. (eds).
Advances in Legume Systematics 8: Legumes of Economic Importance, Royal Botanic Gardens,
Kew. p. 11-17. 1996.

(5) MORAES, S. A,; SALGADO, C. L. Sum. Phytopath. v.8, p. 39-55. 1982.

(6) NIGAM, S.N.; RAO, M. J. V.; GIBBONS, R. W. ICRISAT (Information Bulletin, 29). 1990.

(7) PEDROSA, A.; SANDAL, N.; STOUGAARD, J.; SCHWEIZERA, D.; BACHMAIRA, A. Genetics,
v.161, p.1661-1672. 2002.

(8) RAFALSKI, J. A.; MORGANTE M.; POWELL W.; VOGEL, J. M.; TINGEY, S. V. In: Birren B. and
Lai, E. (eds). Analysis of Non-mammalian Genomes - A Practical Guide, pp. 75-134. Academic
Press, New York. 1996.

(9) SEIO, J. G, LAVIA, G. |, FERNANDEZ, A., KRAPOVICKAS, A., DUCASSE, D. and MOSCONE,
E. A. Am. J. of Botany (In press).

(10) SIMPSON CE. Peanut science, v.28, p.114-116. 2001.



NOVAS PRIORIDADES PARA A COLETA DE GERMOPLASMA DE ESPECIES DE
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O histérico das expedicbes de coleta de germoplasma de Arachis foi
atualizado na Monografia de Krapovickas & Gregory (1994), em capitulo de Valls &
Pizarro sobre espécies forrageiras (1994) e em novo capitulo em livro-texto sobre a
atividade de coleta de germoplasma (Valls et al., 1995). Durante o Ill Encontro
Latino-americano de Especialistas em Arachis, em 2001, tivemos oportunidade de
elaborar breve sumario sobre a situacdo da coleta e utilizagdo de germoplasma de
espécies silvestres do género naquele momento (Valls, 2001). Passados pouco mais
de dois anos, a demanda por novas coletas no Brasil permanece inalterada, diante
das restricbes impostas pela legislagédo, ainda em consolidagdo, sobre o acesso ao
patrimonio genético nacional, ao que deveria considerar-se atividades oficiais e
rotineiras de coleta de germoplasma, vinculadas a conservagédo complementar ex
situ de amostras representativas de populacdes de espécies brasileiras do género.

Todavia, a publicagéo de Jarvis et al., 2003, com o titulo “Biogeography of wild
Arachis: Assessing conservation status and setting future priorities” trouxe a luz
novas perspectivas e prioridades, pela analise acurada da distribuicao natural das
espécies de Arachis nos cinco paises da América do Sul que as contém em sua
flora. A partir de uma base de dados com coordenadas geograficas dos sitios de
ocorréncia de 2175 populagdes, coletadas no passado para herbarios e/ou bancos
de germoplasma, e a associagao dessa base a uma matriz de utilizagdo agricola dos
solos, Jarvis et al. (2003) prevém sérias dificuldades para a persisténcia das
espécies de Arachis na natureza, definindo areas de ocorréncia potencial de novas
populagdes de varias espécies, ainda nao exaustivamente documentadas, e areas
de maxima concentragdo da diversidade, que demandam intensa pesquisa de
campo e a busca de formas adequadas de protegao.

Um dos pontos mais criticos da elaboracdo do trabalho, foi a necessidade de
omitir algumas espécies na analise por Sistemas de Informagao Geografica, em vista
da escassa documentagcdo de sua ocorréncia. De modo geral, foi considerada
insuficiente a documentacao da presenca em menos que dez sitios. No que toca as
espécies brasileiras, A. brevipetiolata, A.giacomettii, A.martii, A.microsperma,
A.pietrarellii, A.praecox, A. valida, A.vallsii e A.villosulicarpa enquadram-se nesta
condigdo, o que implica aumento da demanda pela localizagdo e documentacéo
adequada (a0 menos em herbario) de novos sitios de ocorréncia de cada uma delas.
Diante das pressdes a que tais populagdes normalmente estdo submetidas in situ,
parece racional que sua localizagao e coleta para depdsito em herbario, Unica forma
racional e universalmente aceita de documentacdo cientifica da ocorréncia de
espécies vegetais, seja associada a coleta de germoplasma, garantindo sua
conservagao paralela ex situ. Em algumas situagdes, esta sera, lamentavelmente, a
unica alternativa viavel de preservacao de representantes de populacdes fadadas ao
desaparecimento na natureza.

As demandas anteriores, referentes a areas ainda ndo percorridas no pais,
roteiros percorridos de forma incompleta ou aqueles extremamente problematicos,
por serem de dificil transito nos periodos mais adequados para a localizacao e coleta



das espécies, continuam a definir as prioridades, também associadas a necessidade
de coleta mais ampla de entidades taxonémicas com circunscrigdo ainda
insatisfatoriamente definida ou aquelas com circunscrigédo ja bem definida, mas ainda
inéditas, quase todas documentadas em um numero muito pequeno de sitios de
ocorréncia. A este conjunto, deve-se acrescentar a necessidade de aumentar o
numero de pontos de ocorréncia conhecida e documentada das espécies ja descritas
cujos dados foram deixados a margem no artigo de Jarvis et al. (2003), inclusive com
vistas ao aprofundamento e busca de  maior precisdo nas analises hoje
proporcionadas pelas nova tecnologias disponiveis para a localizagdo geogréfica e
para o manejo de informagdes de origem multipla.

Tendo em vista os aspectos acima, arrolam-se, a seguir, as maiores
prioridades para coleta de germoplasma de espécies de Arachis no Brasil,
considerando-as quanto a lista taxonémica, aos ecossistemas, as regides do pais e
a aspectos peculiares diretamente vinculados as perspectivas de sobrevivéncia na
natureza e possibilidades de conservacao ex situ para disponibilidade futura.

1. Prioridades por seccdes e espécies

O Brasil € o unico pais que apresenta em sua flora representantes de todas as
secgbes taxonbmicas do género Arachis. Destas, a secgao tipica € compartilhada
com a Bolivia (A. magna, A. glandulifera, A. diogoi, A. simpsonii), Paraguai (A.
diogoi, A. microsperma), Argentina e Uruguai (A. villosa); a secgdo Rhizomatosae é
compartilhada com o Paraguai (A. glabrata, A. pseudovillosa e uma espécie ainda
nao descrita), com a Argentina (A. glabrata e A. burkartii)) e com o Uruguai (A.
burkartii); Procumbentes é compartilhada com a Bolivia (A. matiensis) e o Paraguai
(A. lignosa); Erectoides €& compartilhada com o Paraguai (A. major e A.
paraguariensis), assim como Trierectoides (A. guaranitica). As demais secgdes
(Extranervosae, Heteranthae, Triseminatae e Caulorrhizae) sdo endémicas do Brasil,
se bem que as espécies de Caulorrhizae (A. pintoi e A. repens) podem ser
encontradas, sempre sob cultivo, nos paises vizinhos. O Brasil apresenta 47
espécies consideradas endémicas, algumas das quais, no entanto (A. appressipila,
A. vallsii, A. hoehnei, A. kuhlmannii, A. valida) por ocorrerem muito préximo a
fronteira, poderiam vir a ser detectadas em paises como a Bolivia, pela
intensificagao de coletas em areas adjacentes com habitats similares. Seguem, com
destaque para as peculiaridades, as principais prioridades de coleta de populacdes
de cada secgao taxondmica.

TRIERECTOIDES - As populagbes de Arachis guaranitica e de A. tuberosa
estdo sob forte pressdo antropica, com suas areas preferenciais de ocorréncia
marcadas pelo avango veloz dos cultivos de soja e de forrageiras do género
Brachiaria. Trata-se de espécies ainda pouco representadas em bancos de
germoplasma, ambas de crescimento lento e com sementes que nao suportam a
secagem para armazenamento. O carater primitivo da secgdo recomenda sua maior
disponibilidade para estudos e esforcos para conservacdo de mais acessos, sendo
necessario manter as plantas vivas em telado, de forma permanente.

ERECTOIDES - E preciso relocalizar-se A. martii, uma das raras espécies
hoje sem qualquer acesso de germoplasma disponivel, cujo sitio original de coleta foi
engolfado pela expansdo de Campo Grande, no Mato Grosso do Sul. Isto exige a
continuacdo de sua procura em raras areas remanescentes proximas, com
vegetacao pouco alterada, ou em ambientes eventualmente similares em raio mais



longo. A espécie ja esteve disponivel ex situ, mas o acesso em pauta, obtido em
1968 (Krapovickas & Gregory, 1994) n&o sobreviveu a longo prazo. As populagdes
de A. brevipetiolata séo raras, dificeis de localizar e sofrem forte pressdo antropica.
A espécie € bastante primitiva, talvez mostrando sementes com comportamento
semelhante as de Trierectoides, razdo pela qual os poucos individuos dos raros
acessos disponiveis tem sido conservados permanentemente como plantas vivas em
vasos. Apesar das poucas coletas documentais, a espécie mostra uma distancia de
mais de 500 km entre os pontos de ocorréncia mais extremos e € obvio que sua
escassa documentacdo deriva da dificuldade de localizagdo a campo. Também
nesta seccéo, € necessario recoletar-se populacdes de A. cryptopotamica, espécie
cujas sementes perdem a viabilidade rapidamente e encontra-se sob forte pressao
antropica (lavouras de soja e pastagens de Brachiaria).

EXTRANERVOSAE - Nesta secg¢ao, Arachis marginata € uma das espécies
de conservagao por sementes mais problematica, mostra crescimento lento e sua
area de ocorréncia vem sendo tomada pela agricultura mecanizada. Novas coletas
permitiriam sua inclusdo em colegdes in vitro, aproveitando a disponibilidade de
varios protocolos ja desenvolvidos para as espécies da secgao (Gagliardi et al.,
2000, 2002).

PROCUMBENTES - Plantas de Arachis subcoriacea se mostram muito
variaveis entre sitios distintos e até em um masmo sitio. O entendimento dessa
variagao soO sera possivel a partir de novas coletas, que amostrem adequadamente
as formas variantes. O ponto mais setentrional de ocorréncia documentada de A.
lignosa, hoje estabelecido pouco ao norte de Porto Murtinho, no Mato Grosso do Sul,
podera estar ainda mais ao norte, diante da continuidade da faixa estreita de
vegetacado pantaneira em que vegeta, dominada pela palmeira caranda. Todavia, as
dificuldades de locomocéo na area s6 permitiram, até o0 momento, a documentagao
de uma populacao brasileira.

HETERANTHAE - A compreensao da ampla variagdo morfolégica mostrada
por A. pusilla depende de mais coletas. Com base na informacédo atualmente
disponivel, a por¢gao mais setentrional de sua area de ocorréncia mostra plantas com
eixo central curto e ramos longos e a porgdao meridional as mostra desta forma ou
com eixos longos e ramos curtos. Também ha variagado entre populagées e mesmo
entre individuos de uma mesma populacdo, na distribuicdo da pilosidade e das
cerdas do hipofilo. A secgado também inclui duas espécies inéditas, cada uma até
hoje restrita a uma unica populagao e, por isto, inadequadas para analises por
Sistemas de Informacdo Geografica. Por sua vez, A. dardani mostra algumas
populagdes no nordeste de Goias, com ocorréncia claramente disjunta de sua area
tipica na caatinga nordestina. No entanto, a zona intermediaria ndo tem sido
pesquisada e poderia constatar-se a continuidade de ocorréncia, com novas coletas.

TRISEMINATAE - As populagdes ja conhecidas de A. triseminata mostram
formas extremas, com diferencas de mais de dez vezes nas dimensdes de suas
folhas e frutos. O conhecimento incipiente deste grupo isolado, mas com grande
potencial econémico para a produgado de forragem de alta qualidade no semi-arido,
demanda maiores estudos, a partir de coletas que permitam compreender a
amplitude de variacdo entre os individuos de cada populagdo e entre populagoes.
Nao se descarta a possibilidade de ocorréncia de mais de uma espécie na secc¢ao.

CAULORRHIZAE - Intensos estudos genéticos (Bertozo & Valls, 2001;
Gimenes et al., 2000) ainda n&o evidenciaram redundancia entre acessos desta



seccao coletados na natureza, apesar de seu numero elevado, acima de 150. O
potencial de uso econdmico de A. pintoi, para fins forrageiros, ornamentais, ou para
a conservagao de solos (Kerridge & Hardy, 1994; Veiga et al., 2003) demanda
exploracdo mais ampla da variabilidade da seccdo. Neste contexto, seria
interessante explorar mais sitios de A. pintoi em locais com sérias restricdes
hidricas, como na area de Correntina, na Bahia, a divisa com Minas Gerais, em que
foram coletadas populagdes extremamente proliferas e de crescimento muito rapido
em condigdes de telado.

RHIZOMATOSAE - A compreensao do(s) sistema(s) reprodutivos de A.
glabrata, espécie de grande importancia forrageira e muito variavel (Nébile et al.,
2004), bem como das demais espécies da sec¢ao depende de novas coletas, que
permitam analises populacionais, incluido a intensificacdo de busca de sementes nos
raros locais em que elas sdo produzidas, de forma a possibilitar estudos de
progénies.

ARACHIS - A afinidade genética ao amendoim requer aprofundamento no
conhecimento das espécies da secgdo, o que requer novas coletas. O grupo de
espécies com 2n=18 ainda nao tem os limites da area de ocorréncia confirmados.
Além disto, é provavel a ocorréncia de A. stenosperma entre os locais de ocorréncia
ja documentados do Centro-oeste e Litoral Atlantico. As relagdes fitogeograficas das
espécies anuais brasileiras sem o par “A” com as da Bolivia precisa ser melhor
estabelecida. Até ha poucos anos, A. magna e A. glandulifera eram consideradas
espécies exclusivas da Bolivia. No entanto, ambas foram encontradas no Brasil
(Valls, 2001). Da mesma forma, acredita-se que espécies como A. hoehnei e A.
kuhlmannii possam ser encontradas na Bolivia, em ambientes semelhantes aqueles
em que ocorrem, a pequena distancia da fronteira, no Brasil.

2. Prioridades por ecossistemas

Embora a maior parte das espécies brasileiras de Arachis ocorra nos Cerrado,
a crescente malha viaria do Centro-oeste do pais tem permitido razoavel acesso as
areas planejadas para coleta. Por sua vez, o Pantanal e a Caatinga merecem
pesquisa mais intensa. Ha grandes areas do Pantanal sem cobertura e espécies que
vegetam em seu interior, como A. diogoi, precisariam ter representantes da area total
de ocorréncia herborizados e com germoplasma disponivel. A variagado evidenciada
por A. hoehnei ainda ndo estda bem compreendida e a interpretacao da variagao de
A. kuhlmannii exige maiores estudos populacionais, com amostragem mais
adequada em toda sua area de ocorréncia, que inclui sitios pantaneiros nos Estados
do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. A situagao de A. pusilla é semelhante a de A.
hoehnei e requer coletas em mais fisionomias distintas da Caatinga.

3. Prioridades por areas geograficas

NORTE - Pouco tem-se coletado na regido, a excegdo do Estado do
Tocantins. Ha indicios de grande variagdo em tipos locais de A.hypogaea e a
possibilidade de A. benensis alcangar o Estado de Rondbénia. Uma espécie coletada
em Marajo esta tentativamente identificada como A. dardani na Monografia
(Krapovickas & Gregory, 1994), mas pode ser distinta, e talvez ocorram outras
espéecies naquela ilha. Uma espécie da seccdo Arachis, muito cultivada para
gramados em Belém, no Para, parece distinta de A. helodes, a qual havia sido



inicialmente associada, diferindo pelo aspecto de suas estipulas, que mais lembram
as de A. kempff-mercadoi. Sua origem ainda é desconhecida. Material de A. burchelli
recebido de Gorotire, no Para, mostra que a espécie se estende bastante ao norte
dos locais mais setentrionais de seu resgate com germoplasma naquele Estado.

NORDESTE - O restrito periodo de localizagdo das espécies anuais da regido
recomenda mais coletas, com énfase na busca de populag¢des adicionais da nova
espécie sO conhecida de Acari, Rio Grande do Norte, bem como das formas
variantes de A. pusilla. A investigacdo em areas proximas a jazidas arqueoldgicas,
bem como dos proéprios vestigios eventualmente disponiveis sem identificagdo em
museus (Valls, 1996) podera trazer evidéncia adicionais do uso das espécies
silvestres de Arachis pelo homem primitivo da regiao.

CENTRO-OESTE - Mesmo sendo a regido percorrida com maior frequéncia
pelos coletores de Arachis, ainda ha grandes lacunas, em que a intensificagdo da
pesquisa tem demostrado a ocorréncia de novas espécies e de mais populagdes de
espécies conhecidas. A rapidez da devastacao dos ambientes naturais determina a
necessidade de coletas para resgate de materiais que ndo sobreviverao na natureza,
principalmente pelo uso cada vez mais generalizado de herbicidas em lavouras de
soja e em pastagens cultivadas de espécies de Brachiaria.

SUDESTE - A area de ocorréncia de A. stenosperma ainda nao esta bem
definida e novas populag¢des tem sido localizadas, mesmo na area urbana de S&o
Paulo. Coletas centenarias no Rio de Janeiro (Krapovickas & Gregory, 1994) nao
foram repetidas nos periodo de mais intensa busca de germoplasma, certamente em
vista da total alteracdo dos ambientes citados, como Botafogo, mas isto ndo exclui a
possibilidade de persisténcia da espécie naquela cidade e dai para o sul, até Sao
Sebastido, em S&o Paulo, de onde provém o germoplasma disponivel de origem
mais proxima. Uma coleta em local intermediario, em Ubatuba, Sado Paulo, realizada
apenas para herbario, em 1987 (Krapovickas & Gregory, 1994) demanda sua
relocalizacdo, para conservacao paralela ex situ, em vista da rapidez do
desenvolvimento imobilidrio nas cidades da orla maritima. Também ha grande
interesse na prospecgdo de populagbes da espécie ao longo do tragado
documentado do antigo caminho Peabiru, bem como na analise de vestigios
arqueoldgicos da area. Finalmente, o Norte de Minas Gerais deve conter populagdes
adicionais de uma espécie nova da secg¢do Heteranthae, até hoje unicamente
coletada na localidade de Gado Bravo, no Municipio de Monte Azul.

4. Prioridades pela situagcao de conservacgéo

A velocidade de perturbagado de muitos ecossistemas brasileiros, a dificuldade
de conservagao de algumas espécies por sementes, os poucos locais conhecidos de
ocorréncia de varias delas e o potencial de adogdo de muitas delas como novas
alternativas agricolas, ou como fornecedoras de genes uteis para melhoramento do
amendoim, exigem a implementacdo de processos complementares, desde sua
preservacao in situ e sua conservacao ex situ, por sementes ou em condicio
vegetativa, até o uso das técnicas avangadas in vitro. O desenvolvimento de cada
um desses processos exige a coleta documental e a disponibilizagdo de
germoplasma para o proprio estabelecimento dos protocolos. Nesta situagdo, as
espécies brasileiras ja descritas de Arachis, com maior prioridade de coleta sao: A.
guaranitica, A. tuberosa, A. martii, A. brevipetiolata, A. gracilis, A. stenophylla, A.
setinervosa, A. marginata, A. pietrarelii, A. villosulicarpa, A. subcoriacea, A. lignosa,



A. vallsii, A. giacomettii, A. triseminata, A. pseudovillosa, A. glandulifera, A. praecox,
A. microsperma e A.villosa.
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CONSIDERACIONES SOBRE EL ORIGEN DEL MANI

Krapovickas, A.

IBONE, .C.Correo 209, 3200 Corrientes, Argentina

Nuevas evidencias cromosoOmicas demuestran que las especies que
aportaron los dos genomios de Arachis hypogaea L. son A. duranensis Krapov. & W-
C-Gregory y A. ipaensis Krapov. & W.C.Gregory . Por ello consideramos de interés
analizar la situacion geografica del area donde conviven ambas especies silvestres,
las condiciones del clima y las poblaciones indigenas que alli habitaron.

Hay evidencias de que los indigenas han utilizado especies silvestres para la
alimentacion y sometido a transportes a gran distancia. Por ejemplo, en el nordeste
de Brasil, al mani cultivado se lo llama unicamente "amendoim", palabra derivada de
"amendoa"-. A las especies silvestres el campesino las llama "amendoim" o
"mundubi do caracara" o "do porco", siendo "mundubi" palabra antigua de origen
guarani.

Nosotros encontramos nuestra primera poblaciéon de A. monticola en Yala,
Jujuy, gracias a unos nifios que la conocian y que desenterraban sus frutos para
comerlos.

En la costa del Pacifico en Peru, se hallé junto con cascaras de A- hypogaea
arqueoldgicas. una caja uniseminada con cascara lisa y tamafio correspondiente al
de especies silvestres, de las cuales las mas cercanas crecen del otro lado de la
Cordillera de los Andes a mas de 1.000 km de distancia en linea recta.

Arachis stenosperma Krapov. & W.C.Gregory crece en Mato Grosso y en la
costa atlantica entre Rio de Janeiro y Parana a unos 1.000 km, distancia solo
explicable por el transporte humano.

Arachis duranensis y A. ipaensis conviven en las cercanias de Villa Montes,
en el SE de Bolivia, donde el rio Pilcomayo después de cruzar la cordillera se
transforma en rio de llanura. El clima es arido y las temperaturas de verano muy
altas. suelen pasar los 50°. Es el limite occidental de la vegetacion chaquefia. rica en
recursos alimenticios como algarrobos, chafar, mistol, cactaceas, etc.

Arachis ipaensis se la conoce de una sola localidad, en el albardén del arroyo
Ipa, afluente del rio Pilcomayo.

Arachis duranensis tiene mayor area. se extiende desde Villa Montes hacia el
sur hasta las provincias de Salta y Jujuy en Argentina, desde los 250 hasta 1.250 m
de altura.

En las proximidades de estas areas vive A. monticola Krapov. & Rigoni, en
las proximidades de las ciudades de Salta y Jujuy, entre 1.250 y 1.565 m de altura

Los conquistadores espanoles llamaron "valle del mani" a la quebrada de
Tumbaya, en la entrada de la quebrada de Humahuaca, a 2094 m de altura, en el
limite altitudinal de los cultivos actuales del mani-

Existen restos arqueoldgicoas de mani encontrados en yacimientos de Jujuy,
Salta, Catamarca y San Juan, todos pertenecientes al periodo agro-alfarero,
posteriores a 600 afos aC y a alturas superiores a los 2.000 metros, posiblemente
transportados por los indigenas durante sus viajes.

En el area en que conviven los ancestros de A. hypogaea , en el sur de
Bolivia, se encuentra un centro de variacion muy importante del mani, donde se
cultivan aun razas con caracteres primitivos.



En esta misma area viven también los ancestros del tabaco, Nicotiana
tabacum: N. sylvestris (500-2.500 m), N. otophora (500-2.500 m) y no muy lejos N.
tomentosiformis (1.200-1.800 m).

En esta region crecen parientes silvestres de cultigenos como Phaseolus
aborigineus (1.000-2.000 m) de Ph. vulgaris o poroto, Chenopodium hircinum (0-500
m) de Ch. quinoa o quinoa, Amaranthus quitensis (0-1.000 m) de A. caudatus y
Capsicum baccatum (0-1.500 m) de C. pendulum o aji.

Mas al sur, pero también en las zonas bajas, vive Cucurbita andreana (0-500
m), pariente silvestre del zapallo criollo, C. maxima.

En la costa de Peru, donde las condiciones del clima son excepcionales para
la conservacién de restos vegetales, aparecen restos de mani desde unos 1.800
afnos antes de Cristo en adelante. Es decir hace cerca de 4.000 afios que el
cultigeno mani ya ha sido diferenciado de sus parientes silvestres.

La creacion de un cultigeno no es un acontecimiento, sino mas bien el
producto de un largo proceso en el cual es imprescindible el cultivo y el
mejoramiento genético por seleccion. El mani se adapta al cultivo, el clavo se hace
tenaz, el istmo desaparece lo que facilita la cosecha y los frutos y las semillas son
mayores por la presion de seleccion dirigida a aumentar la produccién. Este proceso
debe haberse iniciado muchisimo antes que los registros arqueolégicos mas
antiguos

Sobre los pobladores del area en tiempos precolombinos e inmediatos a la
llegada del hombre blanco, se tiene alguna informacion.

Los habitantes indigenas en la actualidad son: Mataco-Wichi, Toba, Chorote o
Xorote, Chulupi, Nivakle o Ashushlay, Tapieté (prob. Mataco chiriguanizados), Chané
(Arawak chiriguanizados) y Chiriguanos (Guaranies)

Los Chané y los Chiriguanos parecen llegados poco antes de la Conquista.
Los Chiriguanos-guarani llegaros a esta regiom en tiempos histéricos y sojuzgaron a
los Chané -arawak, quienes al parecer arribaron hacia finales del primer milenio
después de Cristo. Ambas etnias son agricultoras y ceramistas.

La base econdémica de los Mataco, Toba, Chorote y Ashushlay esta en la
pesca, la caza. el consumo de frutos silvestres (algarroba, tusca, tasi, chafar y
mistol) y de miel y agricultura muy rudimentaria que contribuye en pequefia porcion
a la dieta. Tienen dos clases de cultivos, uno en las playas después de las crecientes
de los rios generalmente no pasan de una hectarea y el otro en los interfluvios, con
parcelas muy pequefias, no pasan de media hectarea y muchas veces de
aproximadamente 4 x4 m.

Ninguna de estas etnias tiene nombre propio para el mani.

En las proximidades se desarrollo la cultura del rio San Francisco, en
ambientes similares a los de algunas poblaciones de A. duranensis y que se habria
iniciado entre 1400 y 800 aC y con extensiones que llegarian a 300 dC. Era una
cultura agro-alfarera muy temprana y rica en pipas de fumar,.

Los domesticadores del mani fueron anteriores a todas estas etnias. Los
indigenas que lograron la domesticacion de los primeros cultigenos debian ser
primariamente cazadores-recolectores agrupados en bandas. Su actividad itinerante,
con asentamientos temporarios, les permitié adquirir un conocimiento y un dominio
remarcable de los recursos alimenticios de su territorio. La adopcion de las técnicas
de cultivo debid ser paulatina, dirgida a mejorar su sustento. Con el palo recolector
transformado en sembrador o plantador comienza a modificar el ambiente
produciendo un nuevo agroecosistema que permite expandir sus cultivos fuera del



area natural de las especies utiles.

Es asi que se posibilita un nuevo tipo de evolucion alterando las condiciones
para mantener las frecuencias génicas en poblaciones muy grandes y panmicticas
(ley de Hardy-Weinberg).

Los cultivos primitivos eran pequefios, se reduce el tamafio de la poblacion y
se permite la accion de la deriva genética.

La vida errante de los cazadores-recolectores posibilita la migracion.

El cultivador ejerce seleccion voluntaria en busca de mayor rendimiento y
tamano del fruto y otra involuntaria que aumenta la tenacidad del clavo y elimina del
istmo que separa las cajas en todas las especies silvestres de Arachis.



VARIABILIDADE DE Arachis hypogaea EM ALDEIAS INDIGENAS BRASILEIRAS

Freitas, F.O. & Moretzsohn M. C.

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — PqQEB — Parque Estagéo Biolégica W5 Norte Final.,
Caixa Postal 02372, 70770-900, Brasilia — DF, Brasil.

Introducéo

A regiao que se estende do sudoeste do estado do Mato Grosso do Sul ao sul
de Goias, no Brasil, € a provavel area de origem do género Arachis, o qual possui ao
redor de 80 espécies, distribuidas em 9 secgdes distintas (Valls, 2000).

O amendoim comum - A. hypogaea - € uma das espécies americanas
domesticadas pelo homem, ha mais de 5000 anos, o qual selecionou e difundiu esta
planta por amplas regides das Américas e, posteriormente, pelo mundo.

O amendoim cultivado é uma planta alotetraploide (2n = 4x = 40
cromossomos), formada por dois genomas distintos, AA e BB. Acredita-se que se
tenha originado da unido de gametas de duas espécies dipldides distintas, cada uma
com 2n = 20 cromossomos, sendo uma possuidora de genoma AA e outra, de BB.
Esse processo foi seguido pela duplicagdo do numero de cromossomos, que
restaurou a fertilidade do hibrido, formando assim a nova espécie tetrapldide, que o
homem ajudou a moldar, por selecdo de mutantes mais adaptados aos distintos
ambientes para onde a levava.

O local exato onde esta espécie se originou e quais foram suas espécies
parentais dipléides, ou seja, que deram origem a primeira planta de amendoim, &
ainda uma questdo controversa. Além disso, ainda existem duvidas se houve um
unico evento de domesticacdo ou se a hibridizagdo de dipldides seguida da
duplicagao e selegao teria ocorrido mais de uma vez, em diferentes localidades e
momentos historicos.

O amendoim cultivado é dividido, atualmente, em duas subespécies e seis
variedades, segundo Krapovickas & Gregory (1994), mas estes mesmos autores nao
descartam a possibilidade de participagdo de mais de duas espécies dipldides na
origem do amendoim, levando em consideracao as diferengas existentes no tipo de
cromossomos SAT entre as subespécies hypogaea e fastigiata. Este fato fica mais
evidente por um conjunto de acessos de germoplasma coletado no Parque Indigena
do Xingu e arredores, o qual escapa, morfologicamente, ao ambito de variagao ja
descrito. Neste trabalho apresentaremos os resultados da analise genética de
amostras de amendoins cultivados pelos indios Kayabi, do Parque Indigena do
Xingu.

O conhecimento da variabilidade genética existente nesses acessos é
essencial para seu eficiente uso em programas de melhoramento, para estudos de
filogenia e para a conservacao de germoplasma. Marcadores microssatélites ou SSR
(“Simple Sequence Repeats”) constituem a ferramenta ideal para estes estudos, por
serem multialélicos, codominantes e baseados em PCR.



Objetivo

O objetivo deste estudo foi a analise da variabilidade genética de variedades
de amendoim coletadas em duas aldeias Kayabi, do Parque Indigena do Xingu, por
meio de marcadores microssatélites.

Materiais e Métodos

Amostras utilizadas: Foram utilizados acessos de germoplasma de
amendoim existentes no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), representantes da maxima variagao ja
conhecida e que incluem acessos das seis variedades de amendoim descritas, além
de um acesso coletado no passado no Parque Indigena do Xingu e arredores,
totalizando 12 acessos.

Foram incluidas, ainda, 30 amostras de etnovariedades obtidas nas aldeias
Guaruja e llha Grande, ambas pertencentes a tribo indigena Kayabi, situadas no
Parque Indigena do Xingu, estado do Mato Grosso, Brasil.

Finalmente, cinco acessos de cinco espécies de Arachis silvestre foram
incluidos nas analises.

Extracdo de DNA e PCR dos locos SSR: Folhas jovens de cada uma das
amostras foram submetidas a extracdo usando o protocolo descrito por Ferreira &
Grattapaglia (1998). As PCRs foram realizadas em volumes de 13-ul, contendo
tampao de PCR 1X, 0,2 mM de cada dNTP, 1 unidade de Tag DNA polimerase,
DMSO 50% (1,3 ul), 5 pmol de cada primer e 10 ng de DNA gendmico. As
amplificagdes foram realizadas com as seguintes condigdes: 96°C por 2 min (1 ciclo),
94°C por 1 min, 55-66°C por 1 min, 72°C por 1 min (30 ciclos); e 72°C por 7 min (1
ciclo). As temperaturas de anelamento variaram para cada primer. Os fragmentos
amplificados foram visualizados em géis de poliacrilamida a 4%, corados com nitrato
de prata (Creste et al., 2001).

Analise dos dados: Um total de 13 (treze) locos SSR previamente
conhecidos foram utilizados para analise da variabilidade genética. As similaridades
genéticas entre os 47 acessos foram determinadas através da analise da presenca
ou auséncia de bandas em cada um dos acessos, usando-se o coeficiente de Dice
(1945). Um dendrograma foi construido, em seguida, pelo método UPGMA
(“unweighted pair-group method analysis”). Estas analises foram realizadas usando-
se o programa NTSYS 2.0 (Rohlf, 1993).

Resultados e Discusséo

O Parque Indigena do Xingu, situado na regido Norte-Nordeste do estado do
Mato Grosso, foi oficialmente criado no dia 14 de abril de 1961, através do Decreto
50.455, durante o efémero governo do presidente Janio Quadros, apos mais de 10
anos de trabalho intenso dos irmaos Villas Boas, do Marechal Rondon, de Darcy
Ribeiro, Noel Nutels, Café Filho dentre outros, possuindo uma area de cerca de
30.000 km? (Novaes, 1985).

Em termos floristicos, o Parque se encontra em uma zona de transi¢céo entre
os biomas Cerrado, ao sul, e a Floresta Amazobnica, ao norte. Os rios Kuluene,



Ronuro e Batovi se encontram dentro do Parque para formar o rio Xingu, cujo
destino final € o rio Amazonas.

A regiao foi primeiramente visitada e documentada em 1884, por Karl von den
Steinen, que descreveu diversas tribos da area, e que, ainda hoje permanecem ali,
como os Kamaiura, Suia, Yawalapiti, Waura, registrando a sua localizagcao
geografica e os seus costumes (Steinen, 1942).

Atualmente, vivem no Parque mais de 4.000 indios de 14 etnias distintas,
pertencentes a seis troncos linguisticos, demonstrando a grande diversidade cultural
ali encontrada, algumas delas moradoras antigas do local, como os Yawalapiti e
Waura. Outras etnias foram remanejadas para o parque apds sua criagao oficial, em
virtude dos conflitos de terra com fazendeiros, como é o caso dos Kayabi (Villas
Boas, 1976; Ferreira, 1994).

Culturalmente, os Kayabi pertencem ao tronco linguistico Tupi. Eles migraram
nas trés ultimas décadas para o presente local, vindo da regido Noroeste do estado
do Mato Grosso e Sudoeste do estado do Par3, junto aos rios Teles Pires e rio dos
Peixes. No Parque Indigena do Xingu, esta etnia formou diversas aldeias, possuindo
atualmente 14 aldeias no Parque. Algumas familias desta etnia ndo migraram,
permanecendo ainda hoje na regidao do rio Teles Pires e rio dos Peixes. A etnia
Kayabi possui grande tradi¢gdo no cultivo de amendoim, sendo esta a planta cultivada
de maior importancia, tanto na cultura, como na dieta deste povo, refletindo no
grande numero de variedades existentes sob manejo dessas populagoes.

As relagbes genéticas entre os 47 acessos foram estimadas por presenga ou
auséncia de fragmentos, amplificados pelos 13 pares de primers. Considerando
apenas os acessos de A. hypogaea, um indice de similaridade de Dice médio igual a
0,647 foi obtido para os 42 acessos. Apenas um par de acessos nao pbde ser
diferenciado por estes 13 primers, o que mostra a utilidade dos marcadores
microssatélites para a caracterizagao de acessos de amendoim.

Um dendrograma, baseado nos indices de similaridade de Dice, foi construido
para os 47 acessos (Figura 1). Considerando apenas os acessos coletados no
Xingu, trés grupos principais tornaram-se evidentes. O grupo superior (Grupo 1) foi
constituido por 11 acessos coletados no Xingu, além dos dois acessos da
subespécie fastigiata/peruviana e um dos acessos de fastigiata/aequatoriana
incluidos nesta analise. O Grupo Il foi formado por sete acessos do Xingu, o unico
acesso de hypogaea/hirsuta e um dos acessos de hypogaea/hypogaea do tipo
Guaicuru. Os demais 12 acessos do Xingu, inclusive o acesso coletado
anteriormente (identificado na Figura 1 por Xingu) formaram o Grupo Ill. Além disso,
0 acesso numero 20 formou um pequeno grupo com o acesso de A. monticola e um
dos acessos de hypogaea/hypogaea.

Os acessos de fastigiata/fastigiata e de fastigiata/vulgaris formaram um grupo
diferenciado. Finalmente, os acessos das espécies dipldides de Arachis formaram
um outro grupo, sendo que A. duranensis (genoma AA) e A. ipaénsis (genoma BB),
considerados o0s possiveis ancestrais do amendoim apresentaram uma maior
similaridade genética com os acessos de A. hypogaea do que as outras duas
espéecies dipldides incluidas na analise.

Foram formados grupos de similaridade, para os acessos do Xingu,
geneticamente distantes uns dos outros. Estes grupos séo relacionados a aspectos
morfoldgicos, tais como forma das vagens, cor do tegumento das sementes, entre
outros. O estabelecimento de grupos de similaridade, junto a caracterizagéo
morfolégica e agrondémica, sera de grande utilidade na selegédo e cruzamento de



plantas superiores, possibilitando um uso mais eficiente da variabilidade genética
disponivel para o melhoramento.

O Xingu apresenta-se como importante centro de diversidade para o
amendoim. Sem esquecer que parte desta diversidade veio migrada da parte oeste
do Mato Grosso, quando da mudanga dos Kayabi. A regido de vivéncia desta etnia
encontra-se historicamente na borda sul Amazobnica, regido onde especialistas
consideram como tendo sido uma area de domesticacao de diversas espécies, entre
elas a mandioca.

De modo geral, o grafico mostra uma expansado da diversidade conhecida
para o amendoim, sugerindo inclusive a possibilidade de ter ocorrido no passado
mais de um evento de domesticacdo. As analises levantam duvidas quanto a
classificacdo da variedade peruviana dentro da subespécie fastigiata, em razao da
baixissima similaridade genética observada entre os dois acessos desta variedade e
os demais acessos das variedades fastigiata/fastigiata e fastigiata/vulgaris. Os dois
acessos de fatigiata/aequatoriana néo agruparam de forma coerente e precisam ser
analisados mais detalhadamente. Nota-se ainda que as duas aldeias ndo apenas
manejam uma diversidade muito distinta da até entdo conhecida, como também
trabalham com uma ampla diversidade genética entre as variedades, o que
demonstra que esta etnia utiliza esta espécie ha muito tempo, mantendo e
ampliando a diversidade genética de seus cultivos tradicionais.

A possibilidade de tal amendoim ter-se originado de outro par de espécies
diploides precisa ser investigada, ja que a confirmagdo de origem polifilética do
cultivo pode beneficiar todas as linhas de pesquisa voltadas ao melhoramento
genético do amendoim.

Por fim, nota-se que esta etnia possui um material de suma importancia e que
deve ser preservado, assim como assegurar a este povo sua manutengao cultural e
beneficios de qualquer uso futuro que se faga deste material milenarmente
trabalhado e preservado.
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Figura 1. Dendrograma, obtido pelo método UPGMA, para 47 acessos de Arachis
spp. Os numeros de 1 a 30 sdo as amostras indigenas; enquanto as outras siglas
referem-se as seis variedades de Arachis hypogaea (Ffast-fastigiata/fastigiata,;
Fvulg—fastigiata/vulgaris; Fper—fastigiata/peruviana; Faeqg-fastigiata/aequatoriana;
Hhyp—hypogaea/hypogaea e Hhirs-hypogaea/hirsuta). Xingu identifica o acesso de
A. hypogaea coletado anteriormente.
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INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hypogaea L.), embora originario da América do Sul, é
uma importante fonte de proteinas para as populacbes de diversos paises em
desenvolvimento. Além desta espécie cultivada, outras 80 espécies silvestres, todas
exclusivas da América do Sul, sdo conhecidas para o género (Valls & Simpson,
1997). A maioria das espécies do género é dipldide com 2n=20 cromossomos,
havendo quatro espécies dipléides com 2n=18 e apenas cinco espécies tetraploides,
incluindo o amendoim. As informacdes obtidas pela analise citogenética das
espécies de Arachis sempre tiveram uma grande importancia para a compreensao
das relagdes intrespecificas, apesar causar surpresa, como no caso dos dipldides
com 2n=18, identificados a menos de uma década, e de ainda nao ter permitido, com
precisao, indicar os possiveis ancestrais dipldides que contribuiram na formagao do
alotetraploide cultivado A. hypogaea. A maior parte desse germoplasma, disponivel
no Banco Ativo de Germoplasma de Arachis, na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, e representa uma importante fonte de diversidade genética e potencial
para uso na alimentacdo humana e animal, em cobertura verde, para forragao e para
contencdo de erosdes, além de uso paisagistico. Nos ultimos anos, a caracterizagao
citogenética de acessos de germoplasma e de hibridos intra e interespecificos vém,
respaldando estudos taxondmicos no género, proporcionando um melhor
entendimento das relagdes entre as espécies silvestres, esclarecendo identificagdes
inicialmente incorretas, onde a caracterizagdo morfolégica, por si sé, ndo tem se
mostrado suficiente, além de dar suporte a programa de pré-melhoramento do
amendoim. O objetivo deste trabalho foi complementar a analise citogenética do
género, abrangendo espécies novas e especies ja descritas, mas ainda nao
analisadas quanto a aspectos cromossdmicos; identificar possiveis diferencas
cromossOmicas entre as espécies da seccado Arachis com 2n=18 cromossomos;
determinar o padrao de distribuicdo de bandas CMA/DAPI em variedades botanicas
do amendoim e em espécies da secgdo Arachis, associadas a sua origem; além da
caracterizagao das diferentes variedades botanicas do amendoim e de espécies
silvestres, através de técnicas de citogenética molecular.

MATERIAL E METODOS

O trabalho consistiu na analise citogenética de acessos de germoplasma de
Arachis, incluindo 20 espécies das seccbes Caulorrhizae, Extranervosae,
Procumbentes, Erectoides, Rhizomatosae, Heteranthae e Arachis, fornecido pelo
Banco Ativo de Germoplasma de Arachis spp., localizado na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia, DF, Brasil.

Para a determinacdo do numero cromossOmico em células de meristema
radicular, as raizes foram coletadas e pré-tratadas em a-bromonaftaleno por 2 %
horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, foram fixadas em solugdo Carnoy
(etanol absoluto: acido acético glacial, 3:1, v/v) por 24 horas, a temperatura
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ambiente. A hidrdlise foi realizada em HCI 5N por 20 minutos, a temperatura
ambiente. As raizes foram entdo coradas em solu¢ao Schiff e o tecido meristematico,
macerado em carmim acético 2%. Alguns acessos foram analisados quanto ao
padrdao de distribuicdo de bandas CMA/DAPI, segundo o protocolo descrito por
Guerra & Souza (2002) e quanto a distribuicao dos sitios de rDNA 45S (pTA 71 de T.
aestivum L.) e 5S (P. edulis Sims), com as mesmas sondas e protocolo descrito por
Carvalho & Guerra (2001) . As melhores células obtidas por coloragao convencional
foram fotografadas em filme PB llford Pan F Plus ASA 50, ou tiveram sua imagem
capturada em microscopio Axiophot, da Carl Zeiss, através do programa Kontron KS
300. As melhores células obtidas por marcagdo com os fluorocromos CMA/DAPI e
por FISH foram fotografadas com filme Kodak Gold ASA 400.

Resultados e discusséo

Seccéo Caulorrhizae

Com o grande numero de cultivares de A. pintoi langadas nos ultimos 15 anos
e com a crescente demanda de mercado para esta leguminosa forrageira, tornou-se
imprescindivel o estudo citogenético de plantas das principais cultivares comerciais.
Foi iniciado, na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, um estudo
citogenético mais detalhado deste material. Para tanto 12 acessos de germoplasma
(Vi 301, V 7394, V 6727, V 6741, V 6791-wf, W34, W902, W903, W647, W207,
W220, V13861 e Np s/n°) e quatro cultivares (Amarillo, MG100, Alqueire e Porvenir)
foram analisadas quanto ao numero cromossomico. Para todos foram observados
2n=20 cromossomos, conforme o esperado.

Seccéo Extranervosae

Anadlise mais detalhada da nova espécie da seccao Extranervosae, A.
submarginata, revelou que o acesso V 12525 apresenta 2n=20 cromossomos, com
satélite do tipo 3A, o mesmo tipo observado por Lavia (1999) para A. pietrarelli,
morfologicamente muito proxima a esta nova espécie.

Seccéo Procumbentes

Acessos de duas novas espécies da seccdo Procumbentes foram analisados
quanto ao numero de cromossomos e morfologia do cromossomo satelitado. Tanto A
hassleri Sv 3818, quanto A. pfluggae V 13589, apresentam 2n=20 cromossomos
com satélite do tipo 9.

Seccéo Erectoides

Arachis porphyricalyx V 7303 apresenta satélite do tipo 8. Este tipo de satélite
ainda ndo havia sido observado em espécies desta sec¢cdo, mas aparece em A.
tuberosa, espécie da seccado Trierectoides, bastante relacionada a seccao
Erectoides. Também observou-se, para esta nova espécie, a formula cariotipica 14m
+ 4sm, que ja foi observada em um acesso de A. stenophylla, a espécie considerada
mais evoluida, sob o aspecto citogenético, na secg¢ao Erectoides.

Determinou-se, pela primeira vez, o numero cromossémico de A.
brevipetiolata, espécie da secc¢ao Erectoides Conhecia-se apenas um acesso desta
espécie, coletado em ltumbiara, Goias, ha muitos anos. Recentemente, trés novas
populagdes foram localizadas em Agua Clara e Alcindpolis, no Mato Grosso do Sul,



e o germplasma coletado. O numero cromossémico, determinado para os trés
acessos (V13959, V14664 e V14665), foi 2n=20.

Uma nova espécie, A. (sec. Erectoides) sp. foi analisada quanto ao numero e
morfologia cromossémica. Os acessos V 14636 e V 14645 apresentaram 2n=20
cromossomos e satélite do tipo 3A, de acordo com os parametros estabelecidos por
Fernandez & Krapovickas (1994). Este tipo de satélite, ja foi observado em espécies
das seccbes Erectoides, Extranervosae, Caulorrhizae, Rhizomatosae e Arachis
(Fernandez & Krapovickas, 1994; Lavia, 1999). A mais provavel associagdo desta
nova espécie € com as da seccado Erectoides, devido a suas caracteristicas
vegetativas.

Seccéo Rhizomatosae

Arachis nitida V 14040, a unica nova espécie da seccdo Rhizomatosae,
apresenta 2n=40 cromossomos, como A. glabrata e A. pseudovillosa, as duas outras
espécies da série Rhizomatosae desta seccdo. Além disso, apresenta satélite do tipo
3A, como observado para A. glabrata. Tanto A. gabrata, quanto A. pseudovillosa
apresentarem 2n=40, produzem hibridos com os dipléides anuais das secobes
Arachis e com dipldides das secgdes Procumbentes e Erectoides, mas somente um
dos hibridos entre as sec¢bes Rhizomatosae X Arachis, chegou a florescer
(Krapovickas & Gregory, 1994). O individuo utilizado como pai nesses cruzamentos,
uma planta do acesso HLK 569, era de fato A. nitida, e ndo A. glabrata, como se
pensava (Valls, comunicagdo pessoal), indicando que esta nova espécie apresenta
boa capacidade para cruzamentos interseccionais. Morfologicamente, A. nitida
assemelha-se a A. burkartii Handro, espécie dipléide da série Prorhizomatosae da
secgcao Rhizomatosae, que ndo produz hibridos quando cruzada com outras
espécies diploides do género, mostrando um grande isolamento reprodutivo
(Krapovickas & Gregory, 1994).

Seccéo Heteranthae

A seccio Heteranthae € composta por seis espécies, todas de ciclo bastante
curto e que, em sua maioria, produzem sementes em abundancia. Embora nao
tenha seu uso muito difundido, muitas dessas espécies apresentam um grande
potencial para uso forrageiro. Essas espécies apresentam os menores cromossomos
ja observados para as espécies do género, o que dificulta muito sua analise e
interpretacdo dos resultados. Trés espécies da secgao Heteranthae foram
estudadas. Tanto para A. seridoénsis V 10969, quanto para A. pussilla V 6677, foram
encontrados 2n=20 cromossomos e o satélite do tipo 10. Quatro acessos de A.
sylvestris apresentaram 2n=20. Para A. seridoensis V 10969 foi possivel identificar
bandas CMA" no par de cromossomos satelitado.

Seccéo Arachis

Os acessos de A. decora analisados apresentaram 2n=18, conforme relatos
para outros acessos (Penaloza & Valls,1997). Foi encontrado um autotripléide
(2n=27) de A. decora V 9955. A causa mais provavel para este tipo de ocorréncia € a
provavel fecundagdo, de um dos 6vulos por um gameta nédo reduzido, com n=18.
Alguns fatores abi6ticos, atuantes durante a fase reprodutiva da planta, podem ter
provocado essa nao redugao gameética. Nao é a primeira vez que se observa esse
fendbmeno em Arachis. O padrao de distribuicdo das bandas DAPI observado para A.
decora V 9955, A. palustris V 13023 e A. praecox V 14682 foi 0 mesmo, com bandas



DAPI pericentroméricas em todos os cromossomos. Entretanto, A. decora W648,
apresentou apenas 8 pares de cromossomos apresentaram bandas DAPI+
pericentromérica, o que evidencia ainda mais a variagdo ja observada para esta
especie.

O grupo de acessos associados a A. hoehnei foi analisado quanto a
morfologia cromossémica. O acesso V9923, antes designado como A. hoehnei, foi
designado como uma nova espécie por apresentar o par de cromossomos A,
ausente em A. hoehnei. A marcagdo cromossbmica através de fluorocromos
CMA/DAPI no acesso de A. hoehnei V 9146 indica a presencga de bandas intersticiais
DAPI, caracteristica ainda n&o observada para outras espécies do género,
analisadas com esses fluorocromos. Estudos citogenéticos mais detalhados estéao
sendo realizados com este grupo na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

A marcacgao dos cromossomos em A. cardenasii GK10017 com fluorocromo
DAPI revelou a presenga de bandas pericentromérica em 9 pares e uma banda
intersticial no outro par de cromossomos. Em A. duranensis V 14167, outra espécie
associada ao genoma A de A. hypogaea, observaram-se de 10 pares DAPI+ na
regiao pericentromérica.

Arachis batizocoi foi, por muitos anos, a unica espécie conhecida da secc¢ao
Arachis, sem o par de cromossomos A. Desta forma foi tida como a doadora do
genoma B do amendoim. A partir da década de 80, com a intensificagdo de coletas
de germoplasma de Arachis, ampliou-se 0 numero de espécies da secgao Arachis
que nao apresentavam o par de cromossomos A. Kochert et al. (1991) e Fernandez
& Krapovickas (1994) realizaram estudos que levaram a fortificagdo da hipétese de
que os progenitores do amendoim teriam sido A. ipaénsis (sem par “A”) e A.
duranensis (com o par “A”). A antiga hipotese de que A. batizocoi teria sido o doador
do genoma B, passou a ser questionada. Neste trabalho observou-se que A.
batizocoi K 9484 apresenta apenas 9 pares dos 10 pares de cromossomos com
bandas DAPI+ pericentroméricas.

Arachis magna € outra espécie que apresenta varias populagdes em territorio
brasileiro, esta associada ao genoma B de A. hypagaea e apresenta alguns acessos
morfologicamente préximos a A. ipaénsis. O estudo da variabilidade citogenética e
morfolégica em A. magna, torna-se extrememente importante, uma vez que sua
proximidade a A. ipaénsis ampliaria o leque de opgbdes do possivel doador de
genoma B do amendoim e, consequentemente, o numero de vias para introgresséo
de genes de interesse de espécies silvestres para o amendoim cultivado. Neste
estudo foram analisados 7 acessos brasileiros de A. magna. Todos apresentaram
2n=20 cromossomos e auséncia do par de cromossomos A. No acesso V 13748, foi
possivel identificar o cromossomo SAT do tipo 6. Este tipo de cromossomo satelitado
€ comum em outros acessos de A. magna e também aparece no uUnico acesso
conhecido de A. ipaénsis (Fernandez & Krapovickas, 1994), o que fornece mais
dados para hipotese de grande similaridade entre estas duas espécies.

Arachis gregoryi € uma das novas espécies do género. Apresenta 2n=20
cromossomos sem a presencga do par de cromossomos A (Pefaloza & Valls, 1999) e
féormula cariotipica 16m+4sm. O acesso V14728 apresenta satélite do tipo 6
localizado no cromossomo 10, como observado por Fernandez & Krapovickas (1994)
em dois acessos de A. magna. Os cromossomos 9 e 10 de A. gregory V 6389 sao
submetacéntricos, sendo que o cromossomo 10 apresenta satélite do tipo 6.

Arachis glandulifera pode apresentar de 5 a 6 pares de cromossomos
subtelocentricos, 0 que caracteriza o genoma D em Arachis. O acesso V 13738



apresentou bandas teloméricas DAPI+ nos cinco pares de cromossomos
subtelocéntricos, comprovando as translocagdes cromossdmicas. Observou-se, por
coloragdo convencional, que um novo acesso de germoplasma desta mesma
espéecie, V 14730, recentemente coletado no Brasil, também apresenta cinco pares
de cromossomos submetacéntricos.

Até agora, a analise do numero e distribuigdo dos sitios de rDNA 5S e 45S
para espécies do género Arachis s6 havia sido realizada por Raina & Mukay (1999).
Entretanto, a inclusdo de diferentes subespécies e variedades botanicas de A.
hypogaea nao foi levada em consideragao por esses autores.

Neste trabalho, o numero de sitios de rDNA 5S e 45S foi determinado para A.
hypogaea subsp. hypogaea var. hirsuta Mf 1538 e A. hypogaea subsp.fastigiata var.
vulgaris cv. Tatui. Para a primeira observaram-se 3 sitios de rDNA 5S e 6 sitios de
rDNA 45S, enquanto para a segunda foram observados 4 sitios de rDNA 5S e 7
sitios de rDNA 458S.

Krapovickas & Gregory (1994) com base em caracteres morfologicos,
associados aos resultados das analises citoldgicas realizadas por Fernandez &
Krapovickas (1994), que evidenciaram diferengas no tipo de cromossomo SAT entre
as subespécies de A. hypogaea, ndo descartaram a possibilidade de origem
polifilética para o amendoim, na qual poderiam ter participado diferentes espécies
diploides, associadas ao genoma A e/ou genoma B. A aplicagdo de marcadores
microsatélites em 60 acessos, representantes das seis variedades botanicas de A.
hypogaea, além de tipos indigenas, sugerem a possibilidade de o amendoim nao ter
tido uma origem unica (Moretzsohn & Valls, 2001). Segundo esses autores, a
hipétese de Gregory & Gregory (1976) justificaria a origem das quatro variedades de
A. hypogaea subsp. fastigiata, com genoma AABB; enquanto, um segundo evento de
hibridagdo e duplicagéo, envolvendo uma espécie diploides de genoma AA, e outra
de genoma A’A’, teria ocorrido, originando as variedades de A. hypogaea subsp.
hypogaea, além de alguns tipos indigenas.

A origem de A. hypogaea, um alotetrapléide segmentar, e a evolugdo das
espécies do género ainda sédo controversas e tem sido motivo de muitos trabalhos
envolvendo as mais diversas especialidades, como botanica e taxonomia, genética e
citogenética, além de aspectos historicos, arqueoldgicos e etnobotanicos. Determinar
a origem genética do amendoim seria de extrema importadncia para viabilizar a
inclusdo de novas espécies silvestres em programas de melhoramento, tanto em
paises desenvolvidos, nos quais essa cultura representa fonte de lucros financeiros,
gquanto em paises em desenvolvimento, nos quais o incremento da producao e da
produtividade do amendoim poderia significar maior disponibilizagdo de alimento de
alto valor nutritivo.

Agradecimentos

Ao Prof. Dr. Marcelo Guerra (Laboratério de Citogenética da UFPE, Recife,
PE Brasil) e sua equipe, pela gentil colaboragdo na execugédo das marcagdes com as
sondas de rDNA.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CARVALHO, R.; GUERRA, M. Hereditas, v.136, p.159-168, 2001.

FERNANDEZ, A.; KRAPOVICKAS, A. Bonplandia, v. 8, n. 1-4, p. 187-220, 1994.

GREGORY, W. C.; GREGORY, M. P. Groundnut. In: SIMMONDS, N. W. (Eds). Evolution of crop
plants. London: Longman Group, 1976. p.151-154.



GUERRA, M.; SOUZA, M. J. Como observar cromossomos: um guia de técnicas em citogenética
vegetal, animal e humana. Funpec: Ribeirdo Preto. 131p. 2002.

KOCHERT, G; HALWARD, T.; BRANCH, W. D.; SIMPSON, C. E. Theoretical and Applied Genetics,
v. 81, p.565-570, 1991.

KRAPOVICKAS, A.; W.C. GREGORY. 1994. Bonplandia, v.8, n.1-4, p. 1-186, 1994.

LAVIA, G. |. Caracterizacién cromosOmica del germoplasma del mani. 1999. 203p. Tesis
(Doctorado en Ciencias Bioldgicas) - Universidad Nacional de Cérdoba, Cordoba.

MORETZSOHN, M. C., VALLS, J. F. M. Boletim Técnico da EMBRAPA. Brasilia, v.13, 2001.
PENALOZA, A. P. S. Caracterizacdo citogenética de diferentes espécies do género Arachis.
2003. 174p. Tese (Doutorado em Ciéncias Biolégicas, Genética) — Universidade Estadual Paulista,
Botucatu.

PENALOZA, A. P. S.; VALLS, J. F. M. Numero cromossémico em novas espécies de Arachis
(Leguminosae). In: SIMPOSIO DE RECURSOS GENETICOS PARA A AMERICA LATINA E O
CARIBE, 2., 1999, Brasilia, DF. Anais...Brasilia: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 1999.
1 CD ROM.

RAINA, S. N.; MUKAL Y. Genome, v. 42, p.52-59, 1999.

VALLS, J. F. M.; SIMPSON, C. E. 1997. Novas espécies de Arachis (Leguminosae). In: SIMPOSIO
LATINO-AMERICANO DE RECURSOS GENETICOS VEGETAIS, 1., 1997. Programas e
Resumos...Campinas: Instituto Agrondmico de Campinas, 1997, p. 27-28.



CONTENIDO DE ADN, CARIOTIPOS, DISTRIBUCION DE HETEROCROMATINA
Y ESTUDIOS MEIOTICOS EN LA CARACT!ERIZACION DEL GERMOPLASMA DE
MANI

Lavia, G.l. & Seijo, J.G.
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Varias especies diploides de Arachis estan siendo utilizadas para la
introduccién de genes de interés agrondmico al mani cultivado (Simpson 1991,
2001). El conocimiento citogenético de las especies, mediante estudios mitoticos y/o
meioticos, constituye una herramienta util para optimizar el manejo del germoplasma
silvestre, debido a que diferentes numeros cromosdmicos 0 cambios cromosdmicos
estructurales podrian actuar como barrera reproductiva impidiendo el intercambio
geénico entre las especies, ya sea en su ambiente natural o en cruzamientos
controlados.

Ademas, el analisis cromosdmico, tanto con técnicas clasicas como
modernas, es una herramienta util para determinar las afinidades entre las especies
y facilita la planificacion de cruzamientos interespecificos. Por otra parte, el
establecimiento de las relaciones gendmicas entre las especies es relevante para
esclarecer el origen genético del mani cultivado. Los cromosomas que brindan
mayor informacion son los “A” y los SAT (Fernandez 1994, Lavia 1996, 1998, 2000,
2001, Penaloza 1996, 2001).

El objetivo general de nuestro trabajo es caracterizar cromosémicamente las
especies de Arachis por medio de estudios mitéticos (convencionales, de bandeo e
hibridacion in situ) y mei6ticos. En esta presentacion incluimos los siguientes temas:
contnido de ADN, cariotipos en variedades de A. hypogaea, tinciéon argéntica y con
fluocromos en varias especies y estudios meidticos en especies parentales e
hibridos.

Material y métodos

El material analizado proviene de la Texas Agricultural Experiment Station,
USA (TAES), del Centro Nacional de Recursos Genéticos, Brasilia, Brasil
(CENARGEN-EMBRAPA), del Instituto de Botanica del Nordeste, Corrientes,
Argentina (IBONE) y de la Estacion Experimental Agropecuaria de Manfredi,
Cordoba, Argentina (EEA-INTA MANFREDI).

Para la determinacién del contenido de ADN se utilizé la técnica propuesta por
Seal y Rees (1982). Los estudios mitéticos convencionales se realizaron en apices
de raices pretratados con 8-hidroxiquinoleina durante 3 h a temperatura ambiente y
fijladas en 5:1 alcohol absoluto:acido lactico (Fernandez, 1973). La tincidn se realizé
por medio de la técnica de Feulgen y orceina acética.

Para las técnicas de bandeo se utilizaron apices pretratados con 8-
hidroxiquinoleina 8 mM vy fijadas en 3:1 alcohol:acido acético. Para la tincion
argéntica (Ag-NOR) se siguidé la técnica de Stack et al. (1991), mientras que la
técnica utilizada en bandas Q fue la sugerida por Vosa (1970), en el caso de bandas
DAPI los apices fueron incubados en una solucidn enzimatica de celulasa y
pectinasa en buffer citrato, se aplastaron en acido acético al 45% y los cubres se
desprendieron con CO2. Las preparaciones se colorearon con DAPI y se sellaron
con solucién de goma.
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Los estudios meioticos fueron realizados en inflorescencias fijadas en 5:1
durante 24 h y conservadas en etanol 70 % a 4°C. Los sacos polinicos fueron
aplastados en una gota de orceina acética al 3%. La viabilidad del polen fue
estimada con la técnica de carmin acético-glicerina. Para cada especie se analizaron
500 granos considerando viables aquellos que presentan el citoplasma
uniformemente tenido.

Resultados y discusion

Contenido de ADN. Estimaciones del contenido de ADN se realizaron en
especies pertenecientes a las secciones Erectoides, Heteranthae, Triseminatae,
Extranervosae, Procumbentes y Arachis. El contenido de ADN oscil6 entre 2,87 pg
en A. retusa (Secc. Extranervosae) y 6,59 pg en A. douradiana (Secc. Erectoides), y
se relaciona positivamente con el tamafo cromosdmico, mayor contenido de ADN se
corresponde con mayor tamafio cromosomico, sin que se produzcan cambios en la
simetria del cariotipo. A pesar de la constancia del numero cromosémico (2n=20),
existe una variaciéon de un poco mas de dos veces —entre A. retusa y A.douradiana-,
estas diferencias de contenido de ADN podrian tener valor adaptativo.

Cariotipos. El objetivo fue caracterizar cromosémicamente las subespecies y
variedades de A. hypogaea. Hemos completado los cariotipos de las 6 variedades
botanicas de A. hypogaea. Los cromosomas metacéntricos son los mas frecuentes,
las formulas cariotipicas mas comunes fueron 38m+2sm y 36m+4sm, observadas en
la mayoria de las accesiones, salvo en la var. hirsuta que presenté 38m+2sm/st. Los
cariotipos son altamente simétricos. Un par de satélites fue observado en todas las
accesiones, el cromosoma SAT tipo 5 fue observado en ambas subespecies, el
cromosoma SAT tipo 3 fue sélo observado en subsp. fastigiata y el SAT tipo 6 fue
exclusivo de la subsp. hypogaea. Los resultados obtenidos en cuanto a la longitud
media por cromosoma mostraron que las vars. aequatoriana, peruviana y vulgaris
(subsp. fastigiata) presentaron el mismo valor (1.81 um), en tanto que la variedad
hirsuta presenta los cromosomas mas pequenos (1,69 um). Los datos obtenidos
sugieren que todas las accesiones de A. hypogaea presentan un complemento
cromosomico similar y apoyan la hipotesis de que en origen del cultigeno habrian
intervenido sélo dos especies diploides (Seijo & al. 2004).

Ag-NOR, bandas Q y DAPI. Estas técnicas fueron aplicadas con el objetivo
de generar marcadores cromosémicos utiles para la caracterizacion gendémica y
estudios filogenéticos. Las observaciones de bandas realizadas en prometafase
brindaron mayor informacién, ya que en esa fase los cromosomas se hallan menos
condensados y las bandas son mas evidentes.

Ag-NOR. EIl objetivo fue localizar cromosomas nucleolares para contribuir a la
identificacion de cromosomas homologos. Comparando los cromosomas tefiidos con
nitrato de plata y los cariotipos realizados con tinciones convencionales se
demuestra que existe correspondencia entre el numero de NORs y las constricciones
secundarias de los cromosomas SAT.

Tanto en especies diploides como tetraploides se han observado dos NORs.
En A. hypogaea ademas de los NORs activos hemos observado en prometafase 3 6
4 cromosomas adicionales tefidos con plata que corresponderian a NORs inactivos.
Con hibridacion in situ de ADNr se ha comprobado la existencia en estas regiones de
genes ribosomales (Seijo et al. 2004).

A. hypogaea es de origen hibrido involucrando dos especies que aportaron
cada una de ellas un par de cromosomas SAT. Debido a un fendmeno denominado



anfiplastia diferencial, (Navashin 1934) las constricciones secundarias de alguno de
los progenitores se suprimieron.

Bandas Q. El patron de bandas en las especies analizadas es similar. La
mayoria presentan bandas pericentroméricas, excepto A. stenosperma que tiene tres
pares con bandas teloméricas y A. Batizocoi con un par telomérica. El par de
cromosomas con satélite presentdé bandas pericentroméricas en la mayoria de las
especies, excepto en A. Vallsii y A. praecox.

El mayor porcentaje de heterocromatina lo presentan las especies de la
seccion Arachis, entre 7,96 en A. palustris y 12,29 en A. stenosperma, con un
promedio de 10,76. En tanto que A. appressipila y A. Vallsii presentan alrededor del
6% de bandas.

Podemos observar que las especies de la seccion Arachis, seccion
considerada mas evolucionada dentro del género, son las que presentan mayor
contenido de heterocromatina. En forma particular A. Batizocoi, anual, posee uno de
los cariotipos mas asimétricos dentro del género, y a su vez presenta uno de los
mayores porcentajes de heterocromatina.

Bandas DAPI. Mediante la aplicacion de la técnica de bandeo DAPI se
observo que la mayoria de las especies analizadas presentan bandas centroméricas
en todos o en casi todos los cromosomas, excepto A. ipaensis y A. williamsii que
carecen completamente de estas bandas. Arachis duranensis presenté bandas en
todos los pares al igual que A. villosa y A. correntina. Arachis cardenasii y A.
batizocoi mostraron bandas en todos los pares, excepto en el par 4. Ademas, A.
batizocoi presentd una banda adicional en el brazo corto del par 8, pero debido a que
no se ha observado en todas las metafases no se la representa en los idiogramas.

En todas las especies con bandas, el porcentaje de heterocromatina
comprendio entre el 14.1% (en A. duranensis) y el 16.56% (en A. cardenasii) de la
longitud del complemento. Por su parte, el cromosoma “A”, se distinguié claramente
de los demas pares por presentar una gran banda heterocromatica que alcanzé
hasta el 45% de la longitud del cromosoma.

De acuerdo a los resultados expuestos las especies analizadas pueden
agruparse de acuerdo a sus caracteristicas cariotipicas. Todas las entidades que
presentan el par “A” fueron tradicionalmente consideradas como pertenecientes al
genoma A (Smartt & al., 1978; Stalker & Dalmacio, 1981). La aplicacion de las
técnicas de bandeo reveld, ademas, que las mismas también poseen bandas
heterocromaticas en todos o en la mayoria de sus cromosomas, sugiriendo un cierto
grado de homogeneidad en la estructura cromatinica de estos taxa. Por otra parte,
las especies aqui estudiadas que carecen del cromosoma A (A. batizocoi, A.
ipaensis y A. williamsii) fueron asignadas al grupo de entidades con genoma B.
Tanto A. ipaensis como A. williamsii carecen de bandas heterocromaticas, mientras
que A. batizocoi presenta bandas en la mayoria de sus pares. Este hecho indicaria
que existe mayor variacion cariotipica entre estas especies que en las que presentan
el genoma A.

Analisis meidticos. Diversas especies e hibridos obtenidos por C. E.
Simpson estan siendo analizados en el IBONE con el objetivo de establecer las
relaciones gendmicas entre las especies. En algunos casos se observaron todas las
fases de la meiosis y en otros no. Se ha analizado el comportamiento meidtico de
especies pertenecientes a 4 secciones diferentes (Triseminatae, Procumbentes,
Caulorrhizae y Arachis). La mayoria de las especies presentaron meiosis regular con
10 Il en diacinesis-metafase |, excepto A. stenosperma y A.benensis que



presentaron 8 Il + 1 IV en alrededor del 3% de las células madres del polen. La
mayoria de los bivalentes fueron cerrados, y solo uno o dos por célula se
presentaron abiertos. Los quiasmas se localizaron siempre en posicion terminal o
subterminal tanto en diplotene como en diacinesis. La segregacion de los bivalentes
fue normal y estd de acuerdo con la alta fertilidad del polen registrada. En las
profases y metafases solo es posible reconocer el par de cromosomas “A”, el cual
puede ser utilizado para distinguir entre genoma A y B y como marcador genémico
en hibridos. En A. Pintoi, existen dos citotipos, diploide y triploide, unicamente hemos
podido observar meiosis en el diploide, el cual presenté 10 Il en metafase |, mientras
que al final de microsporogénesis ademas de tétradas se observaron triadas y
monadas. Este hallazgo sugiere que el citotipo triploide (3x) podria haberse originado
de la unidén de una gameta normal reducida (x) y una gameta no redudida (2x).

Por otra parte, se analizé el comportamiento meidtico del hibrido entre A.
praecox (6416-con ciclo de vida corto) x A. batizocoi (9484), de 18 (x=9) y 20 (x=10)
cromosomas respectivamente, tratado con colchicina. Al analizar las meiosis
observamos 19Il en metafase |, lo que confirma que se trata de un alotetraploide y
que se generd a partir de especies con diferentes numeros basicos. El numero de
cromosomas duplicado y la regularidad del comportamiento meidtico de este hibrido
resulta de sumo interés para la incorporacion de la caracteristica de precocidad al
mani cultivado.

Nuestros resultados proveen nueva informacion para la caracterizacion
genomica de las especies de Arachis mediante el andlisis de los patrones de
heterocromatina y los analisis meidticos y sugiere que la constitucion genémica de
algunas entidades deberia ser revisada. La variabilidad hallada en los patrones de
bandeo DAPI en la seccidon Arachis abren nuevas posibilidades para el uso de estos
datos citolégicos en los analisis evolutivos y mejoramiento de plantas.
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QUE NOS CUENTAN LOS GENES RIBOSOMICOS SOBRE EL ORIGEN
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Arachis hypogaea (n.v. “mani” “amendoin” “peanut”) es un cultigeno que se ha
convertido en una de las leguminosas de granos mas importantes del mundo (Duke,
1981; Wynne & Halward, 1989). Sobre la base de caracteres morfoldgicos,
cruzamientos experimentales y patrones electroforéticos, Krapovickas & Gregory
(1994) han reconocido dos subespecies para el cultigeno, hypogaea y fastigiata.
Ademas, se aceptan seis variedades botanicas, dos de ellas pertenecientes a la
subsp. hypogaea (hypogaea y hirsuta) y cuatro a la subsp. fastigiata (fastigiata,
aequatoriana, peruviana, y vulgaris). Las numerosas razas locales dentro de cada
variedad también son muy diversas tanto en caracteres vegetativos como en los
reproductivos (cf. Krapovickas & Rigoni, 1960; Grosso & al., 1994; Krapovickas &
Gregory, 1994; Krapovickas & al., 2001).

Aunque A. hypogaea posee una gran variacion morfoldgica, la variabilidad
genética detectada es generalmente baja (Kochert & al., 1991; Paik-Ro & al., 1992;
Stalker & Mozingo, 2001). A pesar de los esfuerzos realizados para crear bancos de
germoplasma (Krapovickas & Rigoni, 1960; Valls & al., 1985; Holbrook, 2001;
Upadhyaya & al., 2001); el acervo genético disponible no ha sido suficiente para
resolver muchos problemas agrondmicos tales como susceptibilidad a varias
enfermedades y pestes. Por este motivo, se ha incrementado el interés por un grupo
de especies silvestres supuestamente afines al cultigeno, las cuales presentan
caracteres agronomicos que podrian ser de interés para el mejoramiento del mani
(Johnson & al., 1977; Foster & al., 1981; Singh, 1986b; Burow & al., 2001; Simpson,
2001). En este sentido, muchos estudios se han centrado en el estudio del origen,
organizacion y evolucion del genoma de A. hypogaea, con particular interés en el
establecimiento de sus posibles ancestros (cf. Singh & Smartt, 1998, y referencias
alli incluidas).

Todas las especies de Arachis crecen en Sud América y se incluyeron en
nueve secciones taxondémicas (Krapovickas & Gregory, 1994). EI mani es
considerado un alotetraploide (2n = 4x = 40) con una constituciéon genémica AABB
(Smartt & al., 1978) y fue incluido dentro de la seccion Arachis, junto con un
alotetraploide silvestre, A. monticola, y 25 especies silvestres diploides (Krapovickas
& Gregory, 1994). Se especula que dos especies diploides pertenecientes a la
seccion Arachis han originado a A. monticola, a partir del cual y a través de
domesticacion habria originado al cultigeno (Krapovickas & Rigoni, 1957,
Krapovickas & Gregory, 1994). La estrecha relacion entre estos dos taxa se
evidencia por cruzamientos experimentales (Krapovickas & Rigoni, 1954, 1957,
Hammons, 1970), por estudios citogenéticos clasicos (Fernandez & Krapovickas,
1994) y analisis moleculares (Halward & al., 1991; Kochert & al., 1991). Por otra
parte, la cuestién sobre los progenitores diploides de A. monticola y A. hypogaea
permanece aun sin resolverse. Desde los anos cincuenta, cuando se obtuvo el
primer hibrido entre A. hypogaea y el diploide A. correntina (Krapovickas & Rigoni,
1954), muchas otras especies diploides, tanto pertenecientes al genoma A o B, han
producido hibridos con el A. hypogaea y por lo tanto propuestas como progenitores



putativos de los tetraploides (Krapovickas & Rigoni, 1957; Raman, 1960; Smartt &
Gregory, 1967; Krapovickas, 1973; Stalker & Wynne, 1979; Singh & Moss, 1984).

Entre las propuestas figuran, A. duranensis y A. cardenasii (Gregory &
Gregory, 1976) aunque ahora se sabe que ambas portan el genoma A. Smartt & al.
(1978) propuso A. cardenasii y A. batizocoi, con genomas A y B respectivamente, y
luego Singh (1986b, 1988) considera la hipotesis de A. duranensis y A. batizocoi
como los progenitores mas probables del mani. Sin embargo, los resultados
provenientes de los polimorfismos de fragmentos de restriccion (RFLP) sugieren que
A. batizocoi no estaria relacionado con el cultigeno, quedando A. duranensis y A.
ipaensis como diploides cercanos a A. hypogaea y (Kochert & al., 1991). Esta hecho
fue demostrado por Fernandez & Krapovickas (1994) quienes observaron que A.
ipaensis carecia del par cromosomico “A”, convirtiéndose asi en una alternativa a A.
batizocoi, como dador del genoma B. Una nueva revisién sobre el origen de A.
hypogea ha revalidado la candidatura de A. batizocoi como parental putativo del
cultigeno basandose en la capacidad de obtener alotetraploides sintéticos (Singh &
Smartt, 1998). Mas recientemente, Raina & Mukai (1999a, b) propusieron a A. villosa
como el donante mas probable del genoma A de acuerdo a los patrones de pintado
genomico y a la comparacion del numero de sitios de rDNA revelados por hibridaciéon
in situ fluorescente (FISH). Por otra parte, A. trinitensis y A. williamsii, con genoma A
y B respectivamente, han sido incluidos como probables antecesores del cultigeno
considerando la distribucion geografica de los mismos (Lavia, 1996).

En este contexto, es claro que la identidad de los progenitores de A.
hypogaea es todavia incierta, y que el cultigeno podria haber tenido multiples
origenes debido a la existencia de dos subespecies y a la existencia de varios
candidatos como donantes de los genomas (cf. Singh, 1986a; Lavia, 1999). Para
tratar de aclarar esta controversia y debido a que las especies de Arachis presentan
variabilidad en lo que respecta al numero de loci de DNA ribosomico 5S y 18-25S
(Raina & Mukai, 1999a), hemos usado la técnica de FISH para mapear las
secuencias de DNA 5S y 18S5-25S rDNA en todas las variedades botanicas del mani
cultivado, en A. monticola, y en siete de los ochos progenitores putativos de los
tetraploides con los siguientes objetivos (1) probar si A. hypogaea se ha originado en
un evento simple o multiple de poliploidizacién analizando las diferentes variedades
del cultigeno, (2) determinar las regiones cromosoémicas homedlogas en especial
entre A. hypogaea y A. monticola, para inferir si A. monticola es el tetraploide
antecesor de A. hypogaea, 3) aclarar cuales son los diploides donantes de los
genomas de A. hypogaea por comparacion de los patrones de loci de rDNA entre los
progenitores putativos y A. hypogaea, y 4) encontrar marcadores citogenéticos para
facilitar la construccién de un mapa basado en FISH del genoma de Arachis.

El material de A. hypogaea y de las especies silvestres fue obtenido del banco
de germoplasma del INTA Manfredi, Cordoba, Argentina y del Instituto de Botanica
del Nordeste, Corrientes, Argentina. Los preparados cromosdmicos fueron obtenidos
de acuerdo a Fernandez & Krapovickas (1994) y Schwarzacher & al. (1980). Los loci
de rDNA fueron localizados utilizando la sonda pXV1 de Beta vulgaris, para el 5S
rRNA (Schmidt & al., 1994), y la R2 de Arabidopsis thaliana, para el 18S-5.8S-25S
rDNA (Wanzenbdck & al., 1997). La primera sonda fue marcada con digoxigenin-11-
dUTP (Boehringer Mannheim, Germany) y la segunda con biotin-11-dUTP (Sigma,
USA), ambas por nick translation.



La técnica de hibridacién y deteccién se realizé de acuerdo a Moscone & al.
(1996). Se realiz6 una contra tincion con DAPI que ha revelado un patron de bandas
heterocromaticas y que ayudo a la identificacién de los cromosomas.

Caracteristicas cariotipicas generales — los cromosomas de Arachis son
relativamente pequefos y su tamafo varia de 2 a 5 ym. En A. hypogaea, todas la
variedades presentaron cariotipos similares, con 2n = 4x = 40, y una férmula
cromosomica haploide de 19 m + 1 sm, y una longitud del cariotipo haploide de 67.28
+ 4.02 ym. Se observd un par cromosomico con una constricciéon secundaria en el
brazo largo y un gran satélite [‘cromosoma SAT” segun Fernandez & Krapovickas
(1994)]. Usualmente, la constriccién secundaria de este par se presenta extendida y
el satélite aparece distante del segmento proximal del brazo correspondiente. En
todas las accesiones de mani, el par mas pequefio [‘cromosomas A” segun Husted
(1936)] presentd una condensacion cromatinica menor en comparacion con el resto
de los cromosomas del complemento. Arachis monticola, 2n = 4x = 40, presentd un
cariotipo muy similar al descrito para A. hypogaea.

Todas las especies diploides tienen 2n = 2x = 20 con cariotipos compuestos
principalmente por cromosomas metacéntricos (m) de tamafo similar, un par de
‘cromosomas SAT” (m or sm). La longitud del cariotipo haploide varia entre 28.37 uym
en A. cardenasii y 41.97 um en A. duranensis. Arachis cardenasii, A. correntina, A.
duranensis, y A. villosa poseen un par de cromosomas “A”, el cual estd ausente en
A. batizocoi, A. ipaensis y A. williamsii.

Distribucion de la heterocromatina — En los complementos de las especies
tetraploides, A. hypogaea y A. monticola, la mitad de los cromosomas —aquellos que
pertenecen al genoma A— tienen bandas centroméricas DAPI+, mientras que los
restantes (con el genoma B) no presentan bandas. Las bandas presentan poca
variacion en tamafo, siendo la mas conspicua aquella portada por el par A9. Todas
la variedades de A. hypogaea y A. monticola tienen el mismo patrén de distribucion y
cantidades semejantes de heterocromatina, que ronda el 7% de la longitud
cariotipica.

Entre las especies diploides, aquellas que presentan el genoma A, A.
correntina, A. duranensis y A. villosa presentan bandas en todos los cromosomas,
mientras que A. cardenasii carece de bandas en el par A4. Aquellas entidades
consideradas como del genoma B, A. ipaensis y A. williamsii, no poseen bandas,
mientras que en A. batizocoi todos los cromosomas estan bandeados excepto el par
4.

Mapeo citologico de los loci 5S y 18S-25S rRNA por FISH — Todas las
accesiones de A. hypogaea (seis) y A. monticola (tres) tienen dos pares de sitios 5S
y cinco 18S-25S rDNA. En ambas especies, los loci 5S son intercalares en el brazo
corto cerca del centromero de los pares A3 y B3. Todos los sitios 18S-25S rDNA
estan intercalarmente posicionados, cuatro pares en brazos largos—tres cerca del
centromero (A2, A10 y B10) y otro en el medio del brazo (B3)— y el par restante en
la regidén subtelomérica de los brazos cortos (B7). Un sitio 5S es sinténico con uno
18S-25S (B3).

En las especies diploides, solamente se observd un par de loci 5S rDNA,
mientras que el numero de sitios 18S-25S vari6 desde uno en A. williamsii a tres en
A. cardenasii, A. ipaensis y A. batizocoi. ElI grupo génico 5S siempre se localiza



cerca del centrémero en los brazos cortos del par A3 (A. correntina, A. villosa y A.
duranensis) y B3 (A. ipaensis), o en el brazo largo del par A3 (A. cardenasii), B3 (A.
williamsii) y 3 (A. batizocoi). En A. correntina, A. duranensis, y A. villosa se
observaron dos pares de loci paracentroméricos 18S-25S rRNA en los brazos largos
de los cromosomas A2 y A10. Arachis cardenasii tiene un par de loci 18S-25S
adicional en el brazo largo cerca del centromero (A7). Entre las especies restantes,
A. williamsii tiene un solo par de sitios 18S-25S en los brazos largos, situados cerca
del centréomero (B10). Arachis ipaensis y A. batizocoi tienen dos pares de loci
adicionales, uno de ellos es subterminal en brazos cortos (B7 y 7, respectivamente).
El par restante de sitios 18S-25S es intercalar y ubicado en brazos largos en A.
ipaensis (B3) y en brazos cortos en A. batizocoi (2). El cromosoma B3 de la primera
especie tiene un sitio para cada familia génica.

Se ha observado un alto grado de homomorfia en los patrones de FISH entre
los cromosomas homoélogos. En general, el tamafio de los loci 5S es similar entre
especies excepto aquellos del par A3 de A. hypogaea y A. monticola, que son
mayores. Los sitios 18S-25S varian en longitud tanto dentro como entre especies.
En todas las especies el sitio mayor se localiza en el par 10 y se corresponde con la
unica region organizadora del nucleolo activa.

Patrones cromosomicos de los loci 5S y 18S-25S rDNA y de
heterocromatina — El mapeo de los sitios 5S y 18S-25S rDNA muestra que las dos
subespecies y las seis variedades botanicas de A. hypogaea presentan el mismo
numero tamano y distribucion de las sefales de FISH en los cromosomas. Ademas,
se observo un alto grado de homogeneidad tanto en la cantidad como en la
distribucion de la heterocromatina, con la mitad del complemento con bandas
centroméricas y la otra sin ellas. La constancia de estos marcadores concuerda con
la baja variabilidad en marcadores genéticos que generalmente se destaca para A.
hypogaea (Kochert & al., 1991; Paik-Ro & al., 1992), aunque contrasta con la
variabilidad morfolégica que presentan las variedades (Krapovickas, 1968;
Krapovickas & Gregory, 1994).Por otra parte, el alto grado de homeologia entre A.
monticola y A. hypogaea inferida por los marcadores cromosdémicos observados aqui
sugiere que los dos tetraploides estan estrechamente emparentados.

En base a nuestros resultados las especies diploides pueden ser agrupadas
de acuerdo a sus caracteristicas cariotipicas. En este sentido, las entidades con el
par A9— el “par A” define al genoma A (Smartt & al.,, 1978) — también poseen
bandas heterocromaticas en todos (o casi todos) los cromosomas, siendo de esta
forma homogéneos en la estructura cariotipica mas grosera. Por otra parte, las
especies sin el par A9, tradicionalmente consideradas como poseedoras del genoma
B, son cariotipicamente mas diversas, ya que algunas presentan bandas
heterocromaticas y otras no. De acuerdo con los patrones de los genes rRNA en las
especies diploides los loci 5S poseen poca variacion, con solo un par por
complemento, mientras que los sitios 18S-25S son mas diversos en numero, tamafo
y posicién. La variabilidad de los arreglos 18S-25S se nota principalmente en los
taza sin el par A9 permitiendo la distincion entre las especies. Por otra parte, entre
las especies con genoma A, A. cardenasii es la unica entidad que se diferencia
claramente de las otras (A. duranensis, A. correntina, y A. villosa) que presentan un
patrén de sefales FISH muy semejante.



Origen del cultigeno — Nuestros datos confirman que A. hypogaea es un
alotetraploide (cf. Husted, 1936) con la mitad de los cromosomas con bandas
centroméricas y la mitad sin ellas, y con un solo par de cromosomas “A” (A9). El
hecho que todas las variedades de A. hypogaea presenten el mismo numero,
tamafo y distribucién de los sitios rDNA, junto con los datos morfolégicos vy
geograficos (cf. infra), sugiere que el mani se ha originado por un evento unico de
poliploidizacion, o si multiples siempre involucrando a las mismas especies. Ademas,
se evidencia que durante el proceso de alopoliploidizacion no habrian ocurrido
grandes rearreglos cromosémicos. Este hecho podria explicar los bajos niveles de
variabilidad genética hasta ahora encontrados entre las variedades (Halward & al.,
1991; Kochert & al., 1991). Ademas, el alto grado de homologia observado entre los
cariotipos de A. hypogaea y A. monticola sugiere que el cultigeno se habria originado
a partir de la domesticacion del tetraploide silvestre.

La informacion sobre la distribucion geografica de A. monticola indica que esta
especie vive en un area muy restringida del NW de Argentina. Por otro lado, la
subespecie hypogaea del cultigeno, con los caracteres mas primitivos de la especies
(i.e., rastrera, frutos pequefios con una constriccion bien marcada, reticulo reducido,
dos semillas con latencia), tiene su principal centro de variacion en el SE de Bolivia,
en las primeras estribaciones de la cordillera de los Andes (Krapovickas & Gregory,
1994; Simpson & al., 2001). Sobre esta base, se propone que ambos tetraploides
deben haberse originado en algun lugar comprendido dentro del area citada
(Krapovickas, 1968; Krapovickas & Gregory, 1994).

De acuerdo al razonamiento anterior, los ancestros diploides deberian
buscarse entre las entidades actuales de la seccion Arachis que crecen en el mismo
area geogréfica, i.e., A. duranensis, A. batizocoi y A. ipaensis. De estos candidatos,
A. duranensis y A. ipaensis son los progenitores mas probables de A. hypogaea/A.
monticola, porque el primero es la Unica especie con genoma Ay la segunda porque
es la unica que no presenta bandas centroméricas. Nuestro resultados de
localizacion de sitios rDNA claramente sefialan una gran afinidad entre A. duranensis
y A. ipaensis con A. hypogaea, porque la suma de los sitios ribosomicos y las
posiciones de los diploides son iguales a los que se encuentran en los tetraploides.

Entre las demas especies diploides estudiadas, A. cardenasii y A. williamsii
pueden ser descartadas por tener patrones de sitios 18-25S rDNA diferentes de
aquellos esperados para los parentales de los tetraploides. Por otra parte, A. villosa y
la especie muy relacionada A. correntina tienen un cariotipo muy similar a A.
duranensis pero son perennes, con raiz pivotante, caracteres que estan ausentes en
A. hypogaea. Ademas, ambas especies estan separadas geograficamente del centro
de origen propuesto por la regién chaquefia — mas de 1000 km de distancia— que
carece de especies de Arachis en la mayor parte de su extension. Esta distancia es
muy significativa para las especies de Arachis, ya que, debido a la geocarpia, se ha
calculado que la dispersién de semillas para una planta ronda un metro por ano (i.e.,
1000 km en un millon de afios). Mas aun, debido a que las especies de Arachis
hasta ahora estudiadas son autégamas con un pequefio porcentaje de polinizacion
cruzada, el flujo génico estimado es muy bajo, especialmente entre poblaciones
alopatricas (cf. Krapovickas & Gregory, 1994; Simpson & al., 2001). Las dispersiones
fortuitas de A. villosa y A. correntina por hidrocoria fluvial hacia la region de origen
probable del mani también puede ser descartada porque sus habitats actuales estan
corriente abajo en la cuenca del rio de la Plata. Por tal motivo, aunque los patrones
de sitios de rDNA obtenidos por FISH y los patrones de bandeo de A. villosa y A.



correntina son similares a los de A. duranensis, las dos primeras especies pueden
ser descartadas como ancestros de A. hypogaea en base a los datos geograficos y
morfoldgicos.

En resumen, se han mapeado los loci de genes rRNA loci y se ha establecido
un patron de distribucion de heterocromatina en todas las variedades de A.
hypogaea y las especies silvestres relacionados, generando marcadores
cromosomicos para los estudios de gendmica comparativa en desarrollo y para la
caracterizacion fina del germoplasma de las especies de Arachis. Por otra parte,
nuestros resultados, juntos con los de citogenética clasica (Fernandez &
Krapovickas, 1994), y los datos geograficos, morfolégicos (Krapovickas & Gregory,
1994), y moleculares (Kochert & al., 1991), sustentan a A. duranensis y A. ipaensis
como las especies que mas probablemente participaron en el origen de A. monticola
y del cultigeno A. hypogaea.
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Abstract

Here we present the results of biogeographic analyses of wild species of the
cultivated peanut (Arachis spp.) using innovative techniques involving geographic
information systems (GIS). The analyses are made to support the development of
strategies for promoting the conservation and use of these important genetic
resources. The analysis is made on a database of germplasm accessions and
herbarium samples, and FloraMap is used to define the climatic adaptation of each
species, and predict its potential geographic distribution. Geographic patterns of
diversity are analysed using DIVA based on existing collections and are compared
with the potential distribution of diversity from the FloraMap analyses. Based on
these results priority areas are identified for in situ and ex situ conservation.

Resumen

Se presentan los resultados de unos analises de la distribucion biogeografica de
especies silvestres de mani (Arachis spp.) mediante algunas herramientas nuevas
de Sistemas de Informacion Geografica (SIG). Los analisis fueron realizados para
apoyar el desarrollo de estrategias para promover la conservacion y uso de estos
importantes recursos fitogenéticos. Una base de datos georeferenciados,
correspondientes a muestras de germoplasma y de herbario, fue analizada utilizando
FloraMap para definir la adaptacion climatica de cada especie y sus distribuciones
potenciales. Patrones de diversidad fueron analizados utilizando DIVA, incluyendo
analises de diversidad actual en las coleciones, ademas de diversidad potencial que
se espera encontrar en el campo. Con base a este informacion algunos areas de
prioridad para conservacion ex situ o in situ fueren identifacados.

Introduction

The conservation of wild relatives of the world’s crops is critical for crop
improvement programs and the long-term sustainability of crop production in the face
of a changing environment and novel biotic pests and diseases. This is especially
the case in peanut, with compelling examples of wild relatives being used to improve
cultivated peanut varieties, specifically in the area of disease resistance (Simpson
and Starr, 2001). In this example, Simpson and Starr (2001) produced a new variety
of peanut by combining the popular Florunner variety of peanut with two wild relative
species, Arachis batizocoi and Arachis cardenasii, with the objective of increasing
resistance to root-knot nematodes. The resultant new variety, named COAN, was
found to have a population of root-knot nematodes of more than 90% less than the
original Florunner variety that was used in the breeding program. This clearly shows



the importance of peanut wild relatives (68 currently described species in the genus
Arachis) for future improvements of cultivars.

However, when the “Catalog of Arachis Germplasm Collections” compiled by
Stalker et al. (2000) (available at http://www.icrisat.org/text/research/grep/homepage/
groundnut/arachis/start.ntm) is consulted, there are just 12 germplasm collections of
A. batizocoi and 17 germplasm collections of A. cardenasii. Given the proven value
of these genetic resources for crop improvement programs, scientists are having to
rely on a very poor genetic base that is currently conserved in our genebanks. These
collections are likely incomplete and unrepresentative of the full genetic diversity that
is present in the wild. For these reasons, this paper makes a biogeographic analysis
of the genus Arachis (68 species excluding Arachis hypogeae) in order to understand
the climatic adaptation of wild peanuts and to assess the conservation status of each
species. The paper concludes by discussing the priorities (biological and geographic)
for future conservation efforts.

This paper is based on the more detailed work presented in Jarvis et al. (2003)
and Ferguson et al. (in press). Readers interested in finding greater detail on the
methodology and results are urged to consult these papers.

Methodology

The data presented in this paper were derived from the “Catalog of Arachis

Germplasm Collections” compiled by Stalker et al. (2000), available at
http://www.icrisat.org/text/research/grep/homepage/groundnut/arachis/start.ntm. The
data are a compilation of collections of 2175 unique observations of wild Arachis
germplasm accessions, herbarium specimens, and citations from Krapovickas and
Gregory (1994), each collection with accurate geographic coordinates.
Geographic analyses are performed using generic GIS software (Arcview), alongside
two software products specifically designed for geographic analysis of plant
collections: DIVA-GIS and FloraMap. DIVA-GIS (available for free from www.diva-
gis.org) is used to analyse the geographic characteristics of the distribution of each
species (the area and shape of distribution, density of collections), and also to map
the geographic distribution of species richness in the collections. Two measures of
geographic distribution are used; RCAs5y; which models the likely distributional area by
drawing circles of 50km radii around each collection point and calculating the total
area only including overlapping areas once, and MaxD which measures the
maximum distance between collection points (Figure 1). These two indices (MaxD
and RCAsp) are then plotted against each other to examine the shape of the
geographic range and attempt to identify potentially incomplete collections in terms of
geographic coverage. Species with a uniform, rounded and even distribution are
likely to have a high RCAs, relative to their MaxD, whilst species with a disjunct or
fragmented distribution will have a high MaxD relative to the CAsg statistic. Unless
there is a clear biogeographic reason for a disjunct distribution (e.g. A. stenosperma),
it can indicate incomplete geographic representativeness of the collection, with large
geographic holes in sometimes an extensive but continuous distribution of the
species. Further information about DIVA-GIS and its use in plant genetic resource
conservation and use are available in Hijmans et al. (2001), Hijmans et al. (2002),
and Guarino (2001).
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Figure 1 Graphic representation of geographic distributional statistics used to assess
the geographic reprentativeness of collections. In this case the model species is
fairly densely collected, though some attention should be directed towards
populations in the southern range.

FloraMap is used specifically to predict the geographic distribution of each
species using species distribution modeling based on their climatic adaptation.
Firstly, the climate at each point of collection is extracted, and this data is subjected
to a principal components analysis (PCA) in order to assess the climatic adaptation
for each species. Species distribution modeling is also assess, which in simple terms
quantifies the multi-variate envelope of climatic adaptation that each species is found
to have, and applies this to the whole continent to locate areas outside of the known
range of the species which are climatically suitable to harbor the species. This was
only possible for 52 of the 68 species where there were sufficient collections (more
than 10) to build a model of the climatic adaptation of the species. The distribution of
each species is then aggregated to produce a map of potential species richness, and
is used to identify currently under collected regions where ex situ or in situ
conservation projects should be focused. Detailed discussion of the FloraMap
method is available in Jarvis et al. (2003), Jones et al (2002) and Jones and Gladkov
(2000).

Results and Discussion

Most species have a narrow distributional range, with 15 species having a
MaxD of less than or equal to 100 km and a further 12 species having a MaxD of less
than 200 km. Thirteen species have a MaxD greater than 1000 km, with A. repens
having the greatest MaxD of 3606 km. This is likely due to its spread through
cultivation as a forage crop. A. prostrata, A. sylvestris and A. glabrata are also
broadly distributed, with MaxD in excess of 1600km. Fifteen species have a RCAs, of
less than or equal to 2 (i.e two complete circular areas), and 41 species have a
RCAsp of less than 5, indicating very narrow geographical ranges for many Arachis
species. When RCAs5 is plotted against MaxD (

Figure 2), it is possible to identify species that are regularly or irregularly
geographically distributed, and also identify species with potentially low collection
densities. Species such as A. glabrata and A. burkartii appear as being regularly
distributed, and well collected, whilst A. repens, is highlighted as a clearly under-



collected species, with a large potential area of distribution, but a low density of
collections. This may in part be a sampling error, with some cultivated collections
appearing erroneously in the database. Also worthy of note are A. diogoi and A.

pusilla, with low density in collections despite a potentially extensive geographic
range.

Spatial structure of collection of wild peanuts
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Figure 2: Geographic structure of wild Arachis collections for each species

Upon examination of species climatic adaptations (Figure 3), a large group of
species are fairly similarly adapted, but some clear outliers are evident. A.
marginata, A. retusa and A. decora are detached from this group and displaced in the
positive direction of PC1, indicating adaptation to a relatively high winter rainfall and
low summer rainfall. Arachis villosa and A. burkartii are displaced in the negative
direction, indicating an adaptation to low winter rainfall and high summer rainfall. No
species are particularly detached from the main group in the positive direction of PC2
indicating that many species are adapted to high temperatures, but A. monticola is
isolated away from all other species in the negative direction indicating adaptation to
lower temperatures. Indeed many of these species are likely to be adapted to higher
temperatures still, as the limiting factor in these adaptations appears not to be the
biological adaptation of the species, but the existence of land on continental Latin
America with higher temperatures.



PCA plot of climatic adaptation of wild peanut species

williamsii

T =
e g

c
=}
273 2| . .
© > [ trinitensi¢ , benensis
o8 ) !
g— 2 | rigonii dardané helodes palustris
oS 1t * kempff-mercadoi pietgarellii
2= | . . o
% g ; . . . .ﬁ.:. .. - burchellnsetlnervosa
15 2 ol ignosa :, )
1S S | o . .ot n:acedm

| . . .
.§ 3 | correntina ~ glabrata LA , Pintoi prostrata
» O IS tuberosa marginata
25 8 I : decora *
£ L " pseudovillpsa .
g » burlﬁartn retusa
o2 2 .
= t villosa
25 .
= 0 3t
(2]
o9 [
a2 g '
>® O I
285
5c< |
Fze
5 S S S S,

o TF
S e ® -3 2 1 0 1 2 3 4
e E [}
NE g PC1
8 €0 PC1 had strongly negative loadings for June-August rainfall and strongly positive

loadings for December-February rainfall and May-October diurnal temperature range.

Figure 3 Multi-variate analysis of climatic adaptations for each species, with potential
progenitor species highlighted

Finally, a geographic analysis of species richness is presented, examining
both the species richness as measured by existing collections (Figure 4) and the
predicted species richness derived from aggregating individual potential species
distributions predicted using FloraMap (Figure 5). The general pattern of richness is
similar in both cases, with a clear hotspot in Matto Grosso do Sul west of Campo
Grande, with as many as 15 species found to exist sympatrically. Also of importance
are the region of Serra Geral de Goias northeast of Brasilia, and the region 170 km
south of Cuiaba in Mato Grosso. A species richness of 10 is predicted for one area
300 km southeast of the city of Cuiaba near Pedro Gomes, where no collections
registered in the database have been made. This is a clear priority area for ex situ or
in situ conservation. It is important to note that none of the hotspots coincide with
existing protected areas.

Neither of these maps take into account habitat availability for the species.
Many of the collections date from many years ago, and there is high probability of
significant habitat alterations since the date of collections, indicating likely local
extinction of the species in areas under intensive cultivation. Likewise, the predicted
distributions are based on climate alone, and fail to take into account habitat.
Therefore it is likely that the maps of species richness presented here are likely
overestimates, and the true state of this richness in the field is likely significantly
lower. Jarvis et al. (2003) make a detailed analysis of the impact of habitat loss on
wild Arachis distributions.
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Conclusions

This brief analysis has quantified the geographic distribution of wild Arachis
species and richness of the genepool as a whole. Despite the proven value of these
genetic resources, and the clear holes in our germplasm collections of wild Arachis,
limited funding for ex situ and in situ conservation of these resources and restrictive
access policies to genetic resources are hurting the conservation status of many of
these species. More ex situ collections are required for a number of species and
regions, and greater in situ conservation would greatly enhance the long-term status
of these species both in the wild and in our genebanks.

This is just a brief presentation of some results discussed in far greater detail
in Jarvis et al. (2003) and Ferguson (in press), and interested readers are referred to
these for more complete analysis of wild Arachis biogeography.
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NUEVAS COLECCIONES DE Arachis DESDE LA PUBLICACION DE LA BASES
DE DATOS EN INTERNET

SENJO, J.G.

Instituto Multidisciplinario de Biologia Vegetal, e Instituto de Botanica del Nordeste. CC. 209 3400
Corrientes, Argentina. e-mail: seijo@agr.unne.edu.ar

Luego de la monografia de Krapovickas & Gregory (1994), de diversos
tratamientos de las colecciones mas recientes (Valls et al, 1995, Valls, 2001), los
datos de las colecciones fueron compilados en una base de datos y publicados en
Internet.

Desde ese evento se han realizado varias colecciones, principalmente en
Brasil, Paraguay, Argentina y Uruguay, obedeciendo a diversos objetivos
particulares, pero todos en general tendientes a ampliar la base de recursos
genéticos de especies silvestres. Se han realizado 20 expediciones, con duracion y
equipos diferentes. El nuevo germoplasma coleccionado esta siendo conservado en
diversos bancos de germoplasma y los ejemplares de herbario testigo han sido
distribuidos a diversos herbarios del mundo. Por otra parte, muchas accesiones ya
han sido evaluadas abarcando diversos aspectos biosistematicos, agronémicos asi
como biotecnoldégicos, y otras lo seran en el futuro.

VIAJES DE COLECCION

BRASIL, Mato Grosso, Noviembre 2001, J.F.M.Valls - F.Oliveira Freitas & G.P.Silva.
PARAGUAY, Centronorte, Mayo 2002, P.J.Caballero, M.J. Williams, R.N. Pittman &
E.A. Pizarro.

PARAGUAY, Centro norte, Mayo-Junio 2003, P.J.Caballero, L.E. Robledo, M.J.
Williams, R.N. Pittman & E.A.Pizarro.

PARAGUAY, Oeste, D. Williams, C.Simpson, Vargas, Jarvis y Quintana

URUGUAY, Novienbre Diciembre 2001. J.G. Seijo, V.G. Solis Neffa, C. Peichoto &
M. Sosa.

ARGENTINA, Noroeste, Enero 2002. J.G. Seijo, V.G. Solis Neffa, J. Chilian & D.
Hojsgaard.

ARGENTINA, Noreste, Marzo 2002. J.G. Seijo, G. I. Lavia & V.G. Solis Neffa.
ARGENTINA, Noroeste, Mayo 2002. J.G. Seijo & V.G. Solis Neffa.

ARGENTINA, Noreste, Mayo 2002. J.G. Seijo & V. Solis Neffa.

LISTA DE ESPECIES POR SECCIONES

Extranervosae
A. lutescens Krapov. & Rigoni [=A. prostrata Benth.?]

Erectoides
A. paraguariensis Chodat & Hassl. (0 A. stenophylla Krapov & W. C. Gregory)

Caulorrhizae
A. repens Handro



Procumbentes

A. subcoriacea Krapov & W. C. Gregory

A. matiensis Krapov, W. C. Gregory & C. E. Simpson
A. lignosa (Chodat & Hassl.) Krapov & W. C. Gregory

Arachis

. glandulifera Stalker

. helodes Mart. ex Krapov. & Rigoni

. praecox Krapov., W.C.Gregory & Valls

. kuhlmannii Krapov. & W.C.Gregory

. gregoryi

. simpsonii Krapov. & W.C.Gregory

. magna Krapov., W.C.Gregory & C.E.Simpson
. microsperma Krapov., W.C.Gregory & Valls
. batizocoi Krapov. & W.C.Gregory

. duranensis Krapov. & W.C.Gregory

. correntina (Burkart) Krapov. & W.C.Gregory
. monticola Krapov. & Rigoni

. villosa Benth.

>r>r>>>>>>>>>>

Rhizomatosae

A. glabrata Benth. var. glabrata

A. glabrata Benth. var. Hagenbekii
A. burkartii Handro.

ESPECIES Y ACCESIONES POR PAIS

SECCIONES  ARGENTINA BRASIL PARAGUAY URUGUAY ESP/SECC.
Erectoides 1(6) 1
Extranervosae 1 1
Caulorrhizae 1 1 1
Procumbentes 2(4) 1(5) 3
Rhizomatosae 2 (25) 1(47) 1(9) 2
Arachis 4 (42) 7 (55) 4 (12) 12

sp 5

TOTAL 6 (67) 11 (61) 8 (76) 1(9) 20

COMENTARIOS

En las secciones Extranervosae, Erectoides,Caulorrhizae y Procumbentes las
nuevas colecciones no han producido grandes cambios con respecto al conocimiento
que se poseia sobre la variabilidad y distribucion de las especies.

Los avances mas significativos han ocurrido en las secciones Arachis y
Rhizomatosae. Con respecto a la seccidn Arachis, las nuevas colecciones en Brasil
ayudaran a esclarecer la circunscripcion de A. magna, A. ipaensis y A. gregoryi, que
debido a las escasas accesiones con que se contaba no se habian podido realizar
estudios comprensivos de las mismas. El analisis de un mayor numero de
accesiones permitira evaluar la variabilidad intraespecifica de cada taxén y de esta



forma poder establecer un criterio taxonémico mas claro en lo que respecta a estas
entidades.

Un hecho relevante corresponde al hallazgo de la segunda poblacién de A.
praecox (Valls et al 14682) al NW de Cuiaba. Esta especie es una de las pocas con
2n=18 hasta ahora conocidas, por lo que la adicion de este nuevo material resulta
muy valioso para los estudios de evolucion cariotipica de las especies con x=9.
También en este viaje a Mato Grosso se ha confirmado la presencia de A.
glandulifera en Brasil, habiéndose obtenido la segunda coleccion de esta especie
para este pais.

En los viajes realizados al Oeste de Paraguay se han coleccionado algunas
poblaciones interesantes de A. batizocoi y una accesién considerada por los
coleccionistas como A. correntina. Esta coleccion es interesante ya que el area de A.
correntina en Paraguay es muy pequefa y restringida a la zona cercana a Asuncion.

En los viajes por Argentina, se han realizado colecciones nuevas de muchos
materiales que se encuentran en los bancos de germoplasma desde hace varias
décadas. Dos razones principales condujeron a realizar estas colecciones, en
primera instancia contar con material original de poblaciones naturales para realizar
estudios biosistematicos. Segundo, poder evaluar la variabilidad intrapoblacional, ya
que no se cuenta con informacidén de cuantas semillas habian sido coleccionadas
originalmente y a partir de las cuales se establecieron las parcelas en los bancos.
Ademas, se pretende coleccionar distintas poblaciones de cada especie, tratando de
cubrir todo el area de distribucion de las mismas. En general se ha observado que
cuando se encuentran poblaciones mas o menos grandes, los individuos que las
componen presentan variabilidad en diversos caracteres, pero los mas notorios a
simple vista, son los grados y tipos de pubescencia asi como el tamafio y la forma de
los foliolos. Entre las poblaciones, la variaciéon también es notoria, agregandose en
este caso, la variacion en porte de la planta 'y el color de las flores.

Probablemente el hecho mas significativo de estas colecciones es una
poblacion de A. monticola en las proximidades de la ciudad de Salta, la que estaria
en relacidén a la cuenca del rio Juramento y al rio Salado, y no a la cuenca del rio
Bermejo como las dos poblaciones de Jujuy que ya se conocian. La nueva poblacion
esta formada por unos pocos individuos (unas pocas decenas) y crece
simpatricamente con A. duranensis. Presenta 2n=40 cromosomas y los patrones de
distribucion de rDNA son muy semejantes con las poblaciones ya conocidas.

Con respecto a la la seccion Rhizomatosae, en las dos expediciones
realizadas a Paraguay las colecciones han sido muy importantes especialmente en
lo que concierne a A. glabrata. Las colecciones estuvieron dirigidas hacia la
incorporacion de materiales para el mejoramiento de especies perennes de uso
forrajero y el control de la erosion del suelo en USA. Ademas, la gran mayoria de los
materiales coleccionados aparenta poseer gran potencial ornamental y como
material de cobertura de bajo mantenimiento. Se han recopilado datos sobre el uso
de A. glabrata por productores locales y coleccionado materiales muy diversos de
esta especie, tanto de la variedad tipo como de la variedad hagenbekii.

En Uruguay se ha coleccionado un buen numero de accesiones de A.
burkartii, cubriendo casi toda la extension de la especie en este pais. Se ha
observado un alto nivel de variabilidad tanto intra como interpoblacional. En varias de
las poblaciones fue muy notoria la variabilidad en color de flores, donde
generalmente el color naranja era mas abundante que el amarillo.



Las colecciones de especies de esta seccién en Argentina también fueron
abundantes y presentaron como en los otros paises una alta variabilidad. Estos
materiales estan siendo utilizados para el desarrollo de protocolos de cultivo in vitro,
micropropagacion y crioconservacion.

Consideragdes sobre a utilizagcdo do germoplasma coletado

Tradicionalmente, la utilizacion experimental de las especies de Arachis se ha
concentrado en un numero pequefio de accesiones e inclusive en muchos casos
solo se limitaron al analisis de un unico individuo por taxon. Sin embargo, dadas las
caracteristicas reproductivas (poblaciones pequefas, autogamia, geocarpia) y de
distribucion del género es probable que los resultados hasta ahora obtenidos se
encuentren un tanto viciados por las muestras utilizadas. Resulta entonces de
fundamental importancia, para alcanzar un conocimiento cabal de la diversidad del
género la inclusibn del maximo de poblaciones posibles en los ensayos
experimentales. Para esto es clave la incorporacion de nuevas colecciones a los
bancos de germoplasma mediante el trabajo colaborativo de los diferentes paises y
el intercambio de materiales entre las partes involucradas en el estudio del género.

Agradecimientos: A los coleccionistas que me brindaron la informacion para hacer
este resumen. Al CONICET (Beca posdoctoral de JGS) y SGCYT (PI-580) de la
UNNE y a la Comunidad Europea (INCO-DEV contract no. ICA4-CT - 2001-10072) y
a la Myndel Botanica Fundation por el apoyo financiero brindado.

BIBLIOGRAFIA

KRAPOVICKAS, A. Bonplandia, 1994.
VALLS, J.F.M. In: Collecting Plant Genetic Diversity. 1995. Chapter 35.
VALLS, JFM. SIRGEALC 2001.



VIAJE DE COLECTA DE GERMOPLASMA DE ARACHIS EN PARAGUAY

Pizarro, E.A."; Williams, M. J.%; Pittman, R.N.%; Caballero, P.J.* y Robledo, L.E.°

' Universidad Federal do Parana. Profesor Visitante - Bolsista da CAPES. Curitiba, Parana, Brasil.
USDA, Agricultural Research Service. Subtropical Agricultural Research Station. Brooksville, FL.
EE.UU., 3 USDA, Agricultural Research Service. Plant Genetic Resources. Conservation Unit. Griffin,
GA, EE.UU., * Instituto Agronémico Nacional. MAG. Caacupé, Paraguay., ° Direccion de Investigacion
Agricola. MGA. Asuncion, Paraguay.

Prioridades de colecta
Geénero prioritario de colecta: Arachis spp., particularmente A. glabrata y A. lignosa.

Criterios de colecta

Criterios agrondmicos especificos tomados en cuenta para la seleccion del
germoplasma: Produccion de semilla, capacidad de asociacidon, tolerancia al
pastoreo, inundaciones, sequia y bajas temperaturas, asi como baja sensibilidad a
fotoperiodo

Uso potencial previsto

Uso previsto para el germoplasma colectado: Mejoramiento cooperativo en especies
anuales y perennes de Arachis para uso forrajero, cobertura y control de la erosion
en EE.UU., y mercados internacionales; asi como estudios de modelacién para
mejorar la plasticidad al fotoperiodo en el crecimiento y desarrollo de nuevos
materiales.

Participantes:

Dr. M. J. Williams (Wi)

Dr. R. N. Pittman (Pm)

Ing. Agr. L. E. Robledo (Rb)
Ing. Agr. P. J. Caballero (Cb)
Dr. E. A. Pizarro (Pz)

Principales resultados

Recursos fueron adjudicados por el Departamento de Agricultura de Estados
Unidos, Agricultural Research Service, Plant Exchange Office (USDA, ARS, PEO)
para colecta y evaluacion de germoplasma de Arachis en Paraguay, para uso como
forraje y usos alternativos. El proyecto de colecta tuvo dos fases, que fueron
ejecutadas durante 2002 (Fase 1) y 2003 (Fase 2).

Fase 1

Fueron recorridos mas de 5000 km cubriendo parcialmente nueve
Departamentos de la parte central, sur y norte del pais.

Sesenta y siete accesiones de especies nativas y cultivadas del género
Arachis, que en principio representan a seis especies, fueron colectadas (Cuadro 1).



Cuadro 1. Germoplasma de Arachis spp. colectado en Paraguay durante 2002

Especie Numero de accesos
Arachis glabrata 27

Arachis hypogaea 12

Arachis repens 1

Arachis spp. 27

Colectores 2002: CbWIPmPz

A pesar de haberse colectado algunas semillas en varias de las especies
nativas, la mayoria del material era inmaduro.

La gran mayoria del material colectado aparenta poseer gran potencial como
uso ornamental asi como material para cobertura de bajo costo de mantenimiento.
En particular, el material de A. lignosa colectado en el Departamento de Concepcion
y A. glabrata colectado en los Departamentos de Paraguari y Misiones pueden ser
de gran importancia forrajera para zonas anegadas en zonas tropicales y
subtropicales en varias zonas del mundo.

El presente trabajo de campo resalta la ocurrencia de areas muy extensas (>
200 ha) de

A. glabrata y A. lignosa en poblaciones naturales bajo pastoreo.

Fue observado, asi como ocurre en paises en desarrollo, que la conversidn
del tapiz nativo en areas con nuevas forrajeras y sistemas de produccion pueden
llegar a perjudicar las poblaciones nativas en varias regiones del pais. El desarrollo y
el esfuerzo realizado por el gobierno Paraguayo con el objetivo de mejorar la
infraestructura del transporte parecen alterar la distribucidn de las especies nativas.
En el caso de A. glabrata, la gran mayoria de las poblaciones colectadas estaban
localizadas a lo largo del camino en zonas recientemente transportadas de su sitio
original. Desafortunadamente, este hecho sugiere que la mayor parte de las
poblaciones menos vigorosas pueden llegar a ser fatalmente perjudicas, por efecto
del movimiento del suelo asi como por la competencia de nuevas especies de
gramineas forrajeras.

En este sentido, los miembros del presente grupo de colecta sugieren la
realizacion de nuevas expediciones con el principal objetivo de realizar un esfuerzo
en colectar, identificar y preparar un catalogo que describa el valor potencial que
posee Paraguay en sus principales ecosistemas.

La coleccién fue dividida y una parte del material colectado fue entregado al
Ing. Agr. Pedro Juan Caballero, participante del grupo de colecta y miembro del
MAG.

Los numeros de identificacion del material colectado y las muestras del herbario
fueron procesadas con la siguiente caracteristica: CoWIPmPz

Fase 2

Previo al segundo viaje, realizado en el afo 2003, el grupo de colecta se
reunio con el Ing. Agr. Victor Santander (perteneciente al Ministerio de Agricultura), y
en primera instancia se presentd un informe sobre el comportamiento del
germoplasma colectado previamente. Dicha discusion incluy6 la cooperacion y el
apoyo realizado por el Prof. A. Krapovickas del Instituto de Botanica del Nordeste,
Corrientes — Argentina, en la identificacion del material colectado.



Se destacod el esfuerzo realizado en el Plant Genetic Resources Unit en
Griffin, GA, por el Dr. Roy Pittman en la multiplicacion del material colectado en el
2002. Luego, Dr. M. Williams describié los planes de trabajo realizados en la
evaluacion agronomica a nivel regional que se lleva a cabo en EE.UU.

El plan inicial fue el de continuar los esfuerzos realizados en la colecta
anterior en la region NE del Departamento de Concepcién, los cuales, fueron
interrumpidos en el 2002 por exceso de lluvia.

Fue coordinada una visita con el propietario de la Estancia Bello Horizonte
Ing. Agr. Maximo Codas. La Estancia, se encuentra localizada aproximadamente 100
km al NE de Concepcidén. Esta propiedad posee 14,000 ha, de las cuales 5000 ha se
mantienen con vegetacion nativa. La mayoria de los suelos son calcareos. Nuestro
principal interés era ver la poblacion de A. glabrata (961). Previa entrevista con el
administrador, pocos kildmetros al este del camino publico, fue localizada la
poblacion 983, un A. glabrata similar al 961. Las plantas se encuentran en una zona
de suelo negro - arenoso, entre rocas arredondeadas. La vegetacion acompafiante
esta constituida en su mayoria por Imperata braziliensis y Setaria geniculata y otras
leguminosas tales como Tefrosia sp. y dos especies de Mimosa. La poblacién es
extensa y ocupa aproximadamente 5 ha. En este sitio, la densidad de la poblacién
fue estimada en aproximadamente 30 plantas por metro cuadrado. Para ello fueron
realizadas 7 estimaciones en cuadrados de 0.25 m?.

Continuamos hacia el E dentro de la estancia y varias poblaciones similares
de A. glabrata fueron localizadas en areas donde la vegetacion nativa esta presente.
El administrador informé que ha visto el mismo tipo de Arachis en todas las zonas de
campo nativo, y enfatizé que el ganado pastorea exclusivamente la leguminosa
durante los meses del verano (Noviembre — Diciembre). Material similar fue hallado
en localidades a 10 km al norte y sur del area visitada. Esta informacion sugiere que
el presente material seria la mayor poblacion de Arachis nativo reportada en el
mundo.

Retornamos hacia el NE en la ruta a Vella Mi con el objetivo de documentar el
rango de dispersion de A. glabrata en esta zona de suelos calcareos.
Aproximadamene a 3 km al norte de Colonia San Alfredo fue localizada una
poblacién extensa con material semejante a la localizada el dia anterior. Es
importante mencionar que el A. glabrata, presentaba un ataque severo de arafuela
roja (red spider mites).

El viaje realizado al Departamento de Amambay, fue en parte realizado para
conocer las poblaciones existentes y reportadas de varias poblaciones de Arachis
spp., incluyendo A. major, A. guaranitica, y A. tuberosa. En esta parte del
Departamento de Amambay la topografia varia mucho. Desde la Cordillera de
Amambay en el borde E con la frontera con Brasil, al W en zona de montanosa y de
valle del Cerro Cora, y al Oeste donde gradualmente se localiza la zona de sabana al
E del Departamento de Concepcion. Recientemente, la mayor parte de la vegetacion
nativa de Cerro Cora, ha sido transformada en una zona de cultivos y pasturas
introducidas. Fue recorrida la ruta paralela al limite con Brasil en direccion a Colonia
Estrella. La zona plana, se encuentra sembrada con trigo y maiz, mientras que en la
zona mas ondulada ha sido plantada con nuevas especies de Brachiaria. En ninguna
de las paradas realizadas fue encontrada una planta de Arachis spp. Mismo
sufriendo el impacto de una agricultura intensiva sobre las poblaciones nativas de
Arachis, el hecho requiere mayor investigaciéon en otras épocas del afio. Arachis,
generalmente no es el principal componente de la poblacién, por tanto viajes de



prospeccion en periodo de floracion son sugeridos. El deterioro de los caminos,
debido a las grandes lluvias redujo el plan de colecta en el mencionado
Departamento.

En varias ocasiones, productores y estancieros hicieron mencion a esta
‘nueva leguminosa” para alimentacidon animal y sistemas de produccion de cultivos-
pasturas. Esta inquietud debe ser tomada en cuenta para en viajes futuros destinar
tiempo para presentaciones en lugares tales como (Cooperativas/Facultades de
Agronomia), mostrando el esfuerzo hasta el momento realizado por la Cooperacion
entre Paraguay y EE.UU. en la colecta, preservacion y uso potencial del género
Arachis.

Nuevamente, mas de 5000 kildmetros fueron recorridos recorriendo nuevas
areas de la parte central, sur y norte del pais.

Material rizomatoso encontrado en este viaje es de especial interés pues
muestra un amplio rango de adaptacion entre tipos de suelos y acidez.

Veinte y tres accesiones fueron colectadas, y la accesion (930) colectada en
2002 fue recuperada (Cuadro 2).

Cuadro 2. Germoplasma de Arachis spp. colectado en Paraguay durante 2003

Especie Numero de accesos
Arachis glabrata 15

Arachis lignosa 1

Arachis paraguariensis - A. stenophylla 5

Arachis spp. 2

Colectores 2003: CbRbWiPmPz

Acidez y textura fue analizada en las muestras de suelo colectadas. Fue
acordado que un analisis completo seria realizado en el Ministerio de Agricultura y
Ganaderia. El material colectado fue inspeccionado por personal del Ministerio con el
objetivo de expedir el certificado fitosanitario. Al mismo tiempo, se prepardé un
duplicado del germoplasma colectado y fue entregado a los colegas Paraguayos.

El material colectado en el presente viaje esta identificado con las iniciales de
los participantes CoRbWiPmPz.

Una version ilustrada esta disponible en inglés y espafiol en Pasturas de
América, en la siguiente direccion: Fase 1: http://www.pasturasdeamerica.com/
relatos/paraguayl.asp y Fase 2: http://www.pasturasdeamerica.om/relatos/
paraguay3.asp
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PROBLEMAS FITOPATOLOGICOS NO AMENDOIM

Suassuna, N. D.

Embrapa Algodao, Campina Grande, PB, Brasil, e-mail: suassuna@cnpa.embrapa.br

Qualquer anormalidade em toda a planta de amendoim ou partes desta
(folhas, raizes, vagens ou sementes) € considerada uma doenga. Doencgas sao
causadas por agentes vivos (bidticas) ou por condicbes ambientais adversas
(abidticas). Os agentes bidticos (fungos, bactérias, nematdides, virus, virdides e
fitoplasmas) causam as doencgas de maior importancia. O maior grupo de patégenos
do amendoim sao os fungos. Varias doencas séo incitadas por estes organismos. No
Brasil e na maioria dos paises produtores de amendoim as principais doengas sao
as manchas castanha e preta causadas pelos fungos Cercospora arachidicola e
Cercosporidium personatum, respectivamente. Outras doengas de ocorréncia
comum sdo a ferrugem (Puccinia arachidis), verrugose (Sphaceloma arachidis) e
mancha barrenta (Phoma arachidicola). Diversas outras doengas ocorrem na cultura
do amendoim, tanto causadas por fungos, bactérias, virus ou nematdides e séo
revisadas em outros documentos. Aqui enfatizaremos as manchas castanha e preta,
a verrugose, a mancha barrenta e a ferrugem.

Algumas doencas do amendoim possuem uma abrangéncia geografica
limitada, todavia as duas principais doencgas foliares (manchas castanha e preta)
ocorrem independente de onde o amendoim seja cultivado. Quando nao se faz uso
de fungicidas é comum ocorrerem perdas em produtividade acima de 50 %, podendo
ultrapassar 70 %, quando as condigdes de ambiente s&o favoraveis ao
desenvolvimento do patdgeno e quando se opta por cultivares mais suscetiveis a
doenca.

Os primeiros sintomas de ambas as manchas surgem de seis a 14 dias apos
a deposicao de esporos dos fungos na folha sadia. Estes primeiros sintomas sao
pintas, a principio de aspecto clorético, que se tornam enegrescidas e aumentam de
didmetro podendo ultrapassar 10 mm. Cerca de 15 dias apdés a deposicdo dos
esporos as lesdes ja produzem esporos. Na face adaxial da folha as lesdes séo
bastante semelhantes, todavia a mancha castanha além da tonalidade mais clara
sempre possui um halo amarelado bem caracteristico. Na mancha preta o halo pode
ocorrer, mas em geral € de menos patente. Apesar de, na maioria das cultivares, os
sintomas serem suficientes para distinguir as duas doengas, em algumas cultivares a
diferenga em coloragcado das manchas e a presenca e intensidade do halo clorético ao
redor da lesdo ndo sao suficientes. Nesses casos, para uma diagnose mais precisa
necessario uma analise microscopica dos conidios.

Esporos produzidos nos restos de cultura sdo a principal fonte inicial de
indculo para novos plantios. Estes esporos sdo carreados principalmente pelo ar e
sdo depositados sobre foliolos sadios. Na presenca de agua livre na superficie da
folha, os esporos germinam, formam um ou mais tubos germinativos que podem
penetrar na via indireta (pelos estdmatos) ou penetrando as células da epiderme de
maneira direta. A infeccdo e subseqliente colonizagdo de células da folha sao
dependentes de algumas variaveis climaticas, principalmente a umidade relativa do
ar e a temperatura. Seguindo a colonizagdo, sao produzidos esporos assexuais
(conidios) na superficie da lesdo que irdo garantir novos pontos de infecgdo. A
liberacao de conidios de C. arachidicola é favorecida por temperaturas entre 20-24°



C quando a umidade relativa € maior que 90%, a produgdo de esporos € maior
durante longos periodos de molhamento foliar e epidemias s&o favorecidas por
temperaturas maiores que 19° C e a umidade relativa excede 95% por periodos
prolongados. Sob tais condigdes lesbes de mancha castanha se desenvolvem de
seis a oito dias (periodo de incubagao). A colonizagdo de C. arachidicola € mais
agressiva, o fungo langa enzimas que degradam as células e em seguida coloniza as
células mortas, o que é visualizado pela presenca mais acentuada do halo clorético.
Ja C. personatum produz estruturas denominadas hautérios que colonizam o interior
da célula, inicialmente sem causar sua morte. O maximo de infec¢gdes de mancha
preta ocorre quando a temperatura esta em torno de 20° C e a umidade relativa
excede 93% por um periodo de mais de 12 horas. Poucas infecgdes ocorrem quando
a temperatura excede 28° C se a umidade relativa for alta por menos de 12 horas.
Sob condigdes ambientais 6timas ao seu desenvolvimento, lesbes de mancha preta
surgem de dez a 14 dias apos a deposi¢cado de esporos na folha sadia. Apesar de o
periodo de incubagdo da mancha preta ser mais longo que o da mancha castanha, a
primeira pode causar maiores perdas em um curto periodo de tempo devido a sua
capacidade de produzir mais esporos por lesao.

Duas estratégias de manejo s&o aplicadas para reduzir o risco de epidemias.
A primeira estratégia € reduzir o inéculo inicial por meio de rotagdo de culturas e
eliminagao dos residuos de plantas da safra anterior. Rotacdo de culturas por 2-3
anos é salutar e implica em um adiamento no inicio da epidemia de 2 a 3 semanas.
Plantas voluntarias de amendoim também devem ser destruidas, pois funcionarao
como um reservatorio de inéculo. Todavia a principal estratégia de controle envolve
taticas para reduzir o progresso da doenga. A resisténcia genética e o controle
quimico sdo as principais taticas para este fim. Aplicagdes de fungicidas séo
necessarias para manter a severidade das manchas abaixo de niveis de danos
econdmicos. Fungicidas sistémicos do grupo dos benzimidazéis (carbendazin,
benomyl), triazdis (propiconazole, tebuconazole), estrobilurinas (azoxyxtrobin,
tryfloxystrobin, piraclostrobin) ou de contato sdo usados em todo o mundo visando
impedir o progresso da doenca.

Sucessivas aplicagdes de fungicidas para o controle das manchas podem
causar efeitos indesejaveis. Por exemplo, isolados resistentes podem surgir e em
pouco tempo tornar o fungicida obsoleto, como o caso do Benomyl, que teve sua
eficiéncia reduzida em muitos paises. Fungicidas com sitio de agado muito
especificos devem ser evitados em aplicagdes sucessivas, devendo-se intercalar as
aplicagdes com fungicidas de contato ou de modo de agao diferente.

Uma das maneiras de se evitar aplicagdes desnecessarias de fungicidas € o
uso de sistemas de previsdo de epidemias. Um sistema de previsao foi desenvolvido
na década de 60 nos Estados Unidos temo como base apenas variaveis climaticas
como temperatura e umidade relativa do ar vém sendo adaptado para o Brasil em
cultivares de amendoim suscetiveis as cercosporioses. Este modelo de previsao
para essas doengas foi desenvolvido em 1966, levando em consideracdo a duracao
do periodo onde a umidade relativa € maior ou igual a 95% (medida indireta do
molhamento foliar) e a temperatura minima nesse periodo (tabelas 1 e 2). Todavia
nem todos os agricultores dispéem com facilidade de dos dados meteoroldgicos
necessarios para a aplicacao do sistema. Por isso, visando facilitar a aplicacdo do
sistema foi validada uma simplificacdo do sistema utilizando-se apenas dados de
precipitacdo como alternativa ao uso da temperatura e umidade relativa.



Valores de severidade da mancha-preta e a precipitagao pluvial em diferentes
limites minimos diarios foram correlacionados e dias com chuva excedendo o limite
minimo de 2,5 mm, consecutivos ou nao, resultou na melhor estimativa de
severidade da mancha-preta. Entdo o monitoramento dos dias consecutivos com
chuva acima de 2,5mm pode ser utilizado como critério para a aplicagao de fungicida
na cultura do amendoim (tabela 3).

Um dos fatores que indicara sucesso no uso de sistemas de previsdo é o
Monitoramento do inicio da epidemia. Para o amendoim, devem-se iniciar
amostragens a partir da 62 semana apés o plantio (42 dias apds o plantio). Com esse
objetivo, coleta-se de 10 a 20 foliolos da regido média inferior das plantas, em cada
ponto de amostragem com frequéncia de duas amostragens por semana. O tamanho
da amostra para uma area equivalente a um ha deve ser de 200-250 foliolos,
coletados em 10-20 pontos bem distribuidos na area da cultura (no minimo 10
foliolos por ponto de amostragem). A primeira aplicacdo de fungicida deve ser
realizada quando 5 a 15 % dos foliolos estiverem infectados (independentemente do
numero de manchas por foliolo). Considera-se infectado cada foliolo da amostra com
pelo menos uma mancha visivel e bem definida (com mais de 1mm de didmetro). A
partir da primeira aplicagdo, deve-se tomar a decisdo com base nos dados
meteorolégicos: temperatura e umidade (tabela 1) ou precipitagao (tabela 3).

A Verrugose do amendoim é outra doenca de importancia no Brasil. Seu
primeiro relato foi em 1940 no Estado de Sao Paulo e durante muitos anos foi
considerada de pequena importancia por ocorrer somente em fim de ciclo. Todavia
esta doencga torna-se problematica quando ha acumulo de inéculo, e quando as
condigbes ambientais sdo favoraveis ao patdgeno durante os estagios iniciais de
desenvolvimento da cultura. Os sintomas ocorrem em toda a parte aérea das plantas
na forma de cancros ou verrugas. Também ocorrem lesdes nos foliolos pequenos,
arredondadas ou irregulares, isoladas ou confluentes, com centro deprimido e
margens salientes. Os sintomas s&o localizados mais frequentemente junto as
nervuras. Nos peciolos e hastes as lesbes sdo salientes, ovaladas, maiores (até 3
mm) e mais numerosas que em foliolos. As lesbes deformam os 6rgaos afetados,
pelo desenvolvimento desigual dos tecidos

Plantas severamente afetadas amarelecem e secam prematuramente, com
consequente reducao na produtividade.

O fungo sobrevive, de uma estagédo de cultivo para outra, principalmente nos
restos de cultura e em plantas voluntarias. Quando encontra condi¢des favoraveis, o
fungo esporula nestas fontes de in6culo e é disseminado para as novas plantas e de
planta para planta pelos respingos de chuva. O controle pode ser implementado com
rotacdo de culturas, incorporacdo de restos por aracdo profunda e destruicdo de
plantas voluntarias e controle quimico.

A Mancha Barrenta € comum em areas produtoras de amendoim, todavia
sem ocasionar grandes perdas. Os sintomas aparecem somente nos foliolos como
pequenas manchas pardas com bordos difusos e irregulares que sao numerosas e
esparsas sobre a superficie superior do limbo. Posteriormente, essas manchas
coalescem tomando grandes areas foliares e tornam-se visiveis também na
superficie inferior. Foliolos intensamente afetados parecem salpicados de barro, dai
o nome da doenga. O agente causal sobrevive de uma estagao de cultivo para outra
nos restos de cultura, e em plantas voluntarias e é disseminado pelo vento e por
respingos de chuva. A doenca é favorecida em condigdes de umidade alta pér
longos periodos de molhamento foliar e temperatura de 20°C.



http://www.agroalerta.com.br/Barrenta01.htm
http://www.agroalerta.com.br/Barrenta01.htm
http://www.agroalerta.com.br/Barrenta02.htm

Outra doenca de comum ocorréncia € a Ferrugem. Sao relatadas severas
epidemias desta doenca em todo o mundo. Todavia, no Brasil, sua ocorréncia em
niveis epidémicos raramente é relatada. O aumento em area cultivada e o cultivo
continuado de amendoim podem favorecer o incremento do indculo inicial e assim
agravar os problemas devido a esta doencga. Os sintomas sao pequenas pustulas
(0,3 a 0,6 mm) visiveis ao olho nu que, ao romperem-se, liberam uma massa de
esporos de cor alaranjada a avermelhada predominantemente na face inferior da
folha. O tecido ao redor das pustulas sofre necrose e seca, formando-se manchas
irregulares. Os foliolos afetados, eventualmente, se curvam e se desprendem, mas
ha uma tendéncia, diferente das cercosporioses, de permanecerem presos a planta.
O agente causal é disseminado principalmente pelo vento. Alta umidade alta e
temperatura em torno de 23°C sdo favoraveis a ocorréncia da doenca. Uso de
cultivares com algum nivel de resisténcia e controle quimico com fungicidas do grupo
dos triazodis sao as taticas de manejo mais adequadas.



Tabela 1 - Determinagéo do indice de potencial climatico para as cercosporioses do
amendoim, em fungdo da temperatura minima (Tmin) e do numero de horas com
umidade relativa superior a 90% (NohUR>90).

Noh Temperatura minima -Tmin (°C) Noh
UR>90 17° 18° 19° 20° 21° 220 23° 24° 250  UR>90
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
4 0 0 0 0 0 0 1 1 1,5 4
5 0 0 0 0 0 1 1 1,5 2 5
6 0 0 0 0 0 1 1,5 2 2,5 6
7 0 0 0 0 1 1,5 2 2,5 3 7
8 0 0 0 0 1 2 2,5 3 3 8
9 0 0 0 1 1,5 2 3 3 3 9
10 0 0 0 1 2 2,5 3 3 3 10
11 0 0 1 1,5 2 3 3 3 3 11
12 0 0 1 2 2,5 3 3 3 3 12
13 0 0 1 2 3 3 3 3 3 13
14 0 1 1,5 2 3 3 3 3 3 14
15 0 1 1,5 25 3 3 3 3 3 15
16 0 1 2 3 3 3 3 3 3 16
17 0 1 2 3 3 3 3 3 3 17
18 0 1 2 3 3 3 3 3 3 18
19 0 1,5 25 3 3 3 3 3 3 19
20 0 1,5 25 3 3 3 3 3 3 20
21 0 2 3 3 3 3 3 3 3 21
>22 0 3 3 3 3 3 3 3 3 >22
17°  18° 19° 20° 21° 22°  23° 24° 25°
Tabela 2 - Interpretacdo do indice de potencial climatico de infeccdo das

cercosporioses do amendoim e necessidade de pulverizagdo com fungicida.
Soma dos indices de 2 Potencial de Infeccéo AVISO
dias (atual e anterior)
6 Extremamente favoravel Pulverizar com urgéncia
50u 5,5 Muito favoravel Pulverizar dentro de 24 horas
4,5 Favoravel Pulverizar dentro de 48 horas

=ou <4 Desfavoravel Nao pulverizar




Tabela 3. Exemplos de aviso de pulverizagédo por precipitacdo. O aviso para aplicacdo € dado
quando em um intervalo de 5 a 7 dias ocorrem 3 ou mais dias com chuvas acima de 2,5 mm.

Chuva Exemplo 1 Exemplo2 Chuva Exemplo 3

DAP(1) (mm) Aviso Chuva (mm) Aviso (mm) Aviso
42 50 N&o 0 N&o 0 N&o
pulverizar pulverizar pulverizar
43 0 " 0 " 12,5 "
44 0 " 0 " 0 "
45 0 " 0 " 1,0 "
46 1,0 " 13,0 " 0 "
47 0 " 5,0 " 2,0 "
48 0 " 0 " 0 "
49 12,5 " 0 Néo 7,0 "
pulverizar
50 0,5 " 3,5 Pulverizar** 0 "
51 0 " 0 17,0 Nao
pulverizar
52 1,5 " 2,0 1,5 "
53 1,0 " 5,0 5,0 Pulverizar**
54 Nao 0 1,0
pulverizar*

) DAP: dias apds o plantio. No primeiro exemplo ndo ocorreram 3 dias chuvosos
nos 5 a 7 dias anteriores. Ocorreram 3 dias chuvosos nos 5 a 7 dias anteriores, aos
46, 47 e 50 DAP (segundo exemplo) e aos 49, 52 e 53 DAP (terceiro exemplo).



MICOTOXINAS EM AMENDOIM

Fonseca, H.

ESALQ/USP, Fonseca & Cia S/C Ltda. - ME

Introducéo

A histéria da aflatoxina comecgou a ser contada, quando STEVENS e cols.
(1960), descreveram o aparecimento de uma nova doenga em peruzinhos. As aves
morriam geralmente dentro de uma semana, sendo, seus sintomas, a perda de
apetite, diminuicdo da mobilidade, fraqueza das asas, das pernas etc.

Em 1960 o Dr. W.P. Blount batizou a doenga com o nome de “Turkey X
disease" ("Doenca X dos perus”) e foi responsabilizada pela morte de mais de
100.000 peruzinhos no periodo compreendido entre maio e agosto de 1960. Logo se
isolou o principio toxico e verificou-se que o mesmo era produzido por um fungo
identificado ainda em 1961 por SARGEANT e cols., como sendo o Aspergillus_flavus
Link ex Fries e a substancia recebeu o nome de A. flavus toxina, posteriormente
simplificada para Aflatoxina: A- (de Aspergillus) fla- (de flavus) toxina.

Em 1961, o Prof. Alcides Martinelli Filho, micologista da ESALQ/USP,
pesquisou fungos no farelo trazido para o Brasil, pelo Dr. Blount, tendo encontrado
alta concentracao de Aspergillus flavus.

Hoje conhecemos mais de 300 espécies de fungos que podem produzir de
300 a 400 toxinas, muitas destas bastante prejudiciais.

Fungos produtores de toxinas no amendoim

Embora varias espécies de fungos possam colonizar o amendoim, os abaixo
relacionados sao produtores significativos de aflatoxinas e outras toxinas de menor
importancia:

- Aspergillus flavus: aflatoxinas B4 e B,

- A. parasiticus: B4, Bz, G1, G2

- A. nomius

- Penicillium citrinum, P. variabile, P. frequentans

HARTLEY e cols. (1963) denominaram de B4, B, G4 e Gy, por causa da cor
de suas fluorescéncias sob luz ultravioleta

Outros metabolitos produzidos por A. flavus e A. parasiticus

Metabdlitos secundarios e derivados: My, My, Baa, Gaa, aflatoxicol (Ro),
parasiticol (Bz), GM4, P4 acido ciclopiazdnico, acido aspergilico, acido cdjico, acido 3-
nitro-propidnico, esterigmatocistina, aspertoxina e substancias tremorgénicas.

Fatores que influem no desenvolvimento de fungos

O crescimento de fungos e a contaminagao com aflatoxinas sdo consequéncia
da interagdo entre o fungo, o hospedeiro e o ambiente. A combinacédo apropriada
destes fatores determina a infestacdo e a colonizacdo do substrato, o tipo e a
quantidade de aflatoxina produzida.

Contudo, é necessario um substrato adequado para o crescimento de fungos
e subsequente produgao de toxinas, embora os fatores precisos que dao inicio a
formagao de toxinas ainda nao é bem entendido.



A formacao de micotoxinas € influenciada por fatores ambientais, incluindo
UR, umidade do gréo, temperatura, carga de insetos, praticas pré- e pos-colheita,
sanidade da planta, condigdes da colheita, da secagem, das chuvas pds-colheita, do
transporte, do armazenamento etc.

Contaminacao pré-colheita do amendoim

Ataque de insetos

@®Insetos de solo penetram na vagem e levam esporos de fungos para o interior da
améndoa e que, pelo microclima criado pela atividade metabdlica do inseto, podem
se desenvolver e produzir toxinas

Danos mecanicos
®Danos mecanicos por instrumentos de cultivo: porta de entrada para fungos e
outros microrganismos

Préticas no pré- e no pos-colheita

@®Inversdo ou ndo do amendoim para secagem no campo, secagem incompleta e/ou
demora na secagem, praticas tradicionais da regido, e a propria suscetibilidade do
amendoim.

[

Sanidade da planta

®Plantas sadias tém mais resisténcia ao ataque de fungos

o

Estresse hidrico:

®Predispde a vagem ao ataque de fungos por provocar fissuras na casca
Sementes contaminadas e fungos do solo podem penetrar no sistema vascular da
planta

Penetracdo de esporos através do ginoforo

Condi¢des ambientais
@ Atividade de agua (Aa) / UR / temperatura

4 Umidade de equilibrio
Chuvas na colheita: atrasam a secagem e aumentam as chances de contaminagao

Secagem do amendoim
®Na leira: deitado ou invertido
@ Secagem artificial

Substrato e competicdo microbiana
® Microrganismos tém diferentes afinidades para com diferentes substratos

Condicdes favoraveis
Temperaturas para crescimento e para produgao de aflatoxinas por A. flavus e A.

parasiticus
®Limites p/ crescimento: 12-42 °C; 6tima: 25-32 °C



®Limites p/ producao de toxinas: 18-38 °C
Condicdes favoraveis

Principais géneros de fungos toxigénicos no amendoim
@ Aspergillus e Penicillium

2Aa a partir de 0,8 ou menos

@ Aa diferente para cada espécie e temperatura

ESTRATEGIAS DE PREVENCAO: BOAS PRATICAS AGRICOLAS (BPA)

Recomendacgbes pré-plantio

Fazer o preparo adequado do solo, com as operacdes de aragcao profunda,
enterrio dos restos de culturas, para eliminar o reservatério de inéculos, e duas ou
trés gradeacbes, dependendo do tipo de solo. A aragdo deve ser feita com
antecedéncia minima de um més da operagdo de plantio. Isto € importante para
solos pesados ou compactos. Fazer rotagdo de cultura
Fazer a corregao do solo conforme os resultados da analise de solo, para assegurar
o adequado pH do solo e a nutricdo da planta. Utilizar sementes fiscalizadas e ou
certificadas e tratadas com produtos registrados. Realizar analises de micotoxinas e
micologicas na semente de amendoim.

Recomendacdes no plantio

Usar variedades ou cultivares adaptados a regido; utilizar o espagamento
recomendado entre as sementes. O plantio deve, se possivel, ser ajustado de forma
que a colheita acontega ao término da estagcado chuvosa, de forma que a secagem
pos-colheita no campo, possa ser feita em condi¢bes favoraveis. Ja existem
variedades e/ou cultivares que permitem isso. Controlar plantas invasoras as quais
podem esgotar a umidade disponivel no solo e competir pelos nutrientes.

Recomendacgfes de praticas culturais

Controlar as pragas (inclusive do solo) e fungos com inseticidas e fungicidas
adequados e registrados e adotar outras praticas apropriadas dentro de um
programa de manejo integrado de pragas; evitar danos mecanicos as plantas e as
vagens pelos instrumentos de cultivo.

Préaticas pré-colheita

Em periodo de seca, se possivel, irrigar a cultura, em torno de um més antes
da colheita, devendo assegurar uniformidade na aplicagdo, para que todas as
plantas tenham suprimento adequado de agua.

Recomendacdes na colheita

Colher o amendoim com baixo teor de umidade e maturidade ideal; evitar
danos mecanicos as vagens, durante o processo manual ou mecanico de arranquio;
regular bem a colhedeira e, se possivel, diminuir a sua velocidade; apds o arranquio,
embandeirar ou inverter o amendoim para secagem das vagens no campo.
Deixar o amendoim secar até um nivel seguro de umidade ou seja, 9-10 % de
umidade (Aa = 0,7), sendo preferivel abaixo desse valor) antes de colhé-lo, ensaca-
lo e armazena-lo; ndo deixar o amendoim, ja colhido e ensacado, pernoitar no



campo, em virtude da possivel ocorréncia de orvalho, de chuva e pela absorgao de
umidade do solo; evitar a reumidificacdo do produto durante o processo de secagem;
caso nao seja possivel a secagem artificial, deixar o amendoim no campo, até secar
bem, e s6 dai fazer a colheita

Evitar condi¢cdes de elevada umidade induzida pelo uso de coberturas sob as
guais o vapor condensa durante a noite.

Caso ocorra chuva sobre o amendoim ensacado, no campo, recomenda-se
seca-lo em terreiro e armazena-lo separadamente. Ao chegar do campo, se ainda
estiver umido (>10 %) o amendoim ensacado deve, se possivel, ser espalhado no
terreiro ou outro local adequado, ou fazer secagem artificial. No caso de secagem
artificial ndo ultrapassar a temperatura recomendada que € de 38 °C. Inicialmente
pode ser um pouco mais alta, 50-55 °C mas, normalmente, ndo se empregam estas
temperaturas e sim trabalha-se com ar com baixa UR. Sé iniciar o processo de
secagem artificial quando a umidade do amendoim chegue em torno de 20-18 %.
Antes desse ponto a secagem artificial vai prejudicar o amendoim.

Prevencao no transporte

Proteger contra a chuva e o sol para evitar o reumedecimento, e o ataque de
fungos; os recipientes utilizados para o transporte amendoim devem ser limpos e
descontaminados; nao transportar o amendoim uUmido; ndo deixar o veiculo
estacionado ao sol ou desprotegido de chuvas, no patio a espera de descarregar no
cerealista ou na industria.

Recomendacfes no armazenamento

Manter o armazém sempre limpo; fazer pré-limpeza do amendoim ao chegar
ao armazém
Impedir a reabsorcdo de umidade por qualquer via colocando o produto sobre
estrados, ndo encostando as pilhas nas paredes, evitando goteiras; utilizar sacaria
apropriada e limpa

Influéncia da sacaria para cada produto:

® Amendoim em casca: juta ou polipropileno de trama larga

® Amendoim descascado: aniagem ou de polipropileno de trama estreita

Nao fazer pilhas muito grandes; ndo superlotar o armazém e permitir ampla
ventilagdo mantendo o espacamento adequado entre as pilhas de forma a permitir a
apropriada limpeza e facil acesso; determinar a presenca de micotoxinas na entrada
e na saida do produto

Nao deixar o produto em contato direto com o chdo ou encostado nas
paredes.

Controle das condi¢cbes ambientais
® Monitoramento da UR e da temperatura
s+ Termoigrémetros e termoigrégrafos analdgicos ou digitais
¢Termbmetros de bulbos seco e umido
@ Tabelas psicrométricas simplificadas

Limpar todos os depdésitos, silos e todos os equipamentos para manuseio do
grao, especialmente dos restos, antes e depois do seu uso; verificar a existéncia de
goteiras ou qualquer outro tipo de infiltragcdo de agua; ndo permitir a presencga de
passaros



Nao deixar acumular teias de aranha; recomendag¢des no armazenamento; se
possivel, armazenar o amendoim em ambiente climatizado com controle da UR e da
temperatura para evitar o desenvolvimento de fungos.

Isto impedira a posterior producao de aflatoxinas

Inspecionar, regularmente, o armazém e fumigar se necessario.
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INTRODUCTION

The legume genus Arachis is native to South America, and contains 69 described
species. One of these, peanut, is the fifth most important oilseed in the world, and is
also widely consumed as peanut butter, salted nuts, sweets, bakery products, and
animal feed, and is a key plant in tropical subsistence agriculture in South America,
Africa, India and Asia.

Improvement of peanut by breeding achieved much in the last century, but has
been fundamentally limited by an extreme genetic bottleneck at the origin of the crop.
This origin was through the hybridisation of two diploid wild species of Arachis
followed by a spontaneous duplication of chromosomes. The resultant plant, would
have had hybrid vigor, but be reproductively isolated from its wild relatives. This has
led to a lack of diversity for traits of agricultural interest, and to a lack of genetic
diversity, which has made genetic characterization very difficult.

Wild diploid Arachis species are, on the other hand genetically very diverse and
have been selected during evolution by distinct environments and biotic stresses.
This presentation describes the progress of two projects which fund a consortium of 6
labs in 4 different countries. The research aims to unlock the genetic diversity of wild
Arachis, identifying sources of resistances to biotic stress in wild Arachis germplasm
and developing tools and a knowledge-base for the incorporation of these resistances
in cultivated peanut by breeding.

The diseases and pests targeted are the fungal leaf spots Cercospora
arachidicola and Cercosporidium personatum, the rust Puccinia arachidis and root-
knot nematodes (Meloidogyne ssp.). The tools and knowledge base being developed
consist of genetic and physical maps of Arachis, and analysis of orthologous genomic
regions of Arachis and the model legume Lotus japonicus.

MATERIALS AND METHODS

Detached leaf bioassays (5) were done using mixed strains of C. arachidicola,



C. personatum and a pure strain of P. arachidis from Sao Paulo State, Brazil.
Selected accessions were then tested with pure strains in detached leaf bioassays
and field tested in Northeast Argentina.

M. arenaria race 1 from Texas, USA; and an unusual population of M. javanica
from A.pintoi from Paranda, Brazil were used for bioassays as described by Hussey
and Barker (3).

Fluorescent in-situ hybridization (FISH) was done as described by Pedrosa et
al. (7)

Hybridisations of Arachis plants were as described by Nigam et al. (6).

Microsatellite containing sequences were obtained from: enriched genomic
libraries as described by (8): ESTs of A.stenosperma produced by us, and Arachis
spp. sequences available in Genbank. "Troll" was used for identification of
microsatellites (2).

Isolation of resistance gene analogues (RGAs) was described by Bertioli et al.
(1).

For anchor-marker development, legume EST sequences which had a single
strong homologue in Arabidopsis were selected from L. japonicus, Medicago

truncatula and Glycine max. Conserved regions flanking inferred introns were used
for primer design.

RESULTS

Bioassays

Bioassays with the fungal diseases were done using 109 wild accessions of
Arachis spp. and ten varieties of A. hypogaea. The A. hypogaea were more
susceptible than any of the wild Arachis spp. tested. Numerous wild Arachis spp.
showed no disease symptoms when inoculated with the fungi. The selected
accessions tested in field conditions in Argentina showed the same resistance as
against mixed and pure strains in detached leaf assays using Brazilian isolates.

Bioassays with M.javanica and M. arenaria also showed that A.hypogaea was
more susceptible than any of the wild Arachis spp. tested. Several wild Arachis which
supported no detectable nematode replication were identified (Fig.1).

Cytology
Only two pairs of A. hypogaea chromosomes can de distinguished based on

morphology. The SAT pair, that has a submedian secondary constriction that bears
the nucleolar organizer, and the "A" pair that is small. The presence of the A pair
distinguishes wild diploid Arachis of the botanical section Arachis with A genome
types. Silver staining allows the recognition of a further two pairs of chromosomes.

C-DAPI staining showed that the chromosomes of A type genomes have
densely staining heterochromatic centromeric bands, whilst non-A (B) type genomes
do not. In A. hypogaea, 20 chromosomes (half of the total) are of the former type, and
20 of the latter. Some of the chromosome pairs presented characteristic bands that
provide further physical markers.

In the diploid species, the numbers of rDNA 45S and rDNA 5S signals were
variable. However, in all varieties of A. hypogaea there were three pairs of sites of
rDNA 45S and one pair of rDNA 5S on the B genome component; and two pairs of
rDNA 45S and one pair of rDNA 5S on the A genome component.



Careful comparison of the morphology, staining and distribution of ribosomal
sites in Arachis spp. supported the hypothesis that peanut arose by hybridization and
polyploidization of individuals with genomes similar to A. duranensis (A genome) and
A. ipaensis (B genome) (9).

Mapping populations

Two mapping populations of 93 F2 plants derived from crosses between
diploid Arachis have been obtained so far: One derived from A. duranensis K7988
and A. stenosperma V10309. The parents are respectively, susceptible and resistant
to: Brazilian and Argentinan isolates of C. arachidicola, C. personatum and to M.
javanica, and M. arenaria. The second mapping population is derived from a cross of
A.ipaensis K30076 and A.magna K30097. The parents are respectively, susceptible
and resistant to C. personatum.

Marker development

Microsatellite markers

Sequencing of genomic DNA libraries of A.hypogaea enriched for
microsatellite repeats (mostly TC, AC, GA and TTG) allowed the design of 240 primer
pairs; about 166 microsatellite markers for Arachis are available from the literature; a
further c.60 primer pairs were designed using A.stenosperma ESTs; and c.60 primer
pairs were designed using Arachis sequences in Genbank that were not annotated as
microsatellite containing.

RGAs

A total of 78 DNA sequences encoding nucleotide-binding regions complete
between P-loop and GLPL motifs were obtained. These sequences represented 61
non-redundant protein sequences. 45 of these are of the TIR-type and 16 of the non-
TIR type.

Anchor-markers

867 pairs of conserved legume sequences flanking inferred intron sites were
identified. Of 50 primer pairs tested in the parents of the A genome mapping
population, 25 amplified the correct product. The degree of nucleotide polymorphism
between the parents was, on average, 1 SNP per 88 bp and 1 indel per 1640 bp. So
far 20 anchor-markers have been developed.

Genetic Mapping

About 45% of microsatellite markers tested were polymorphic between the A
genome mapping parents, di-nucleotide microsatellites having slightly higher
polymorphism than tri. So far 110 microsatellite markers have been scored for this
population, of these the segregation of 50% is distorted. The parentals of the B
genome population have lower levels of polymorphism, of the 50 microsatellite
markers tested so far 11 were polymorphic. Bioassays were done on the A genome
mapping population with C. arachidicola, segregation of resistance to susceptibility
was 53:18 (2.94:1).

Complex hybrids
Twelve A genome and 6 B genome wild Arachis spp. with high levels of
disease resistance were selected for crossing. Of the 26 crosses attempted, 17 gave




sterile AB hybrids. Colchicine treatment to regain fertility was so far successful for 4
of these. To date three complex hybrids between wild Arachis species and peanut
have been created (see Fig. 2):

A.hypogaea x (A.hoehnei x A.cardenasii)°

A.hypogaea x (A.aff. magna x A.villosa)°

A.hypogaea x (A.ipaensis x A.duranensis)®

DISCUSSION

The ¢.80 described species of wild Arachis are divided into nine taxonomical
accessions, based upon morphology and sexual compatibilities. This work was
confined to species within the section Arachis that includes A.hypogaea.

Bioassays identified abundant sources of disease resistance in wild diploid
Arachis to the most important fungal diseases in Latin America, the fungal leaf spots
C. arachidicola and C. personatum, and the rust Puccinia arachidis; and to the very
damaging and difficult to control root-knot nematodes (Meloidogyne).

Classical cytological methods underlined the substantial differences between
the A and B component genomes of peanut. The use of FISH showed that the extant
wild diploid species with genomes most similar to the component genomes of peanut
are A. ipaensis and A. duranensis.

Because peanut is tetraploid and has very low levels of polymorphism, genetic
mapping is very difficult. Therefore we decided to generate maps for the diploid A and
B genomes separately. For this, we made two F2 populations, one representing the A
genome; derived from a cross of A. duranensis with A. stenosperma, the other
representing the B genome from a cross of A. ipaensis with A. magna. Taking into
consideration the bioassays results, the parentals were chosen to enable the placing
of disease resistances on the diploid maps. Bioassays done on the A genome
mapping population with C. arachidicola show a segregation very close to 3:1
suggesting that a single gene may determine resistance against this fungal pathogen.

For the construction of genetic maps we developed three types of marker:
microsatellites, because they are highly transferable between Arachis species;
anchor-markers, to allow comparisons of the Arachis and Lotus genomes; and RGAs
because they are more likely to be linked to disease resistances.

Results so far show that the A genome population has a level of polymorphism
that is very favourable for marker development, however, segregation distortion will
limit the use of this cross for the study of certain regions of the genome. Therefore,
further inter-specific crosses have been made to develop another A genome mapping
population. In addition, a tetraploid mapping population derived from the cross A.
hypogaea x (A. ipaénsis KG30076 x A. duranensis V14167)° is under development.

For the incorporation of wild Arachis genes into peanut, we used the diploid
tetraploid/pathway with two-way cross (10). In this way, so far, three complex hybrids
between wild Arachis species and peanut have been created. These hybrids
incorporate new disease resistance genes through both the A and B genomes. The
usefulness of their resistances was further confirmed this season in our greenhouse
during a severe combined attack by C. personatum, P. arachidis. All A. hypogaea
were severely affected, many loosing almost all of their leaves, whilst all complex
hybrids showed high degrees of resistance.

The Arachis microsatellite markers, genetic maps, and complex hybrids will be
used in marker-assisted breeding programs. One of the first aims of the breeding



program will be the selection for wild disease resistance genes on both the A and B
genomes of peanut, we hope that this way the durability of disease resistance can be
maximised. In addition we anticipate that new peanut varieties incorporating wild
Arachis genes will have other characteristics and allelic combinations unavailable in
peanut varieties developed only using lines of A. hypogaea.
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O género Arachis compreende uma espécie de importancia agronémica e
espécies de grande potencial, principalmente para uso forrageiro. A principal espécie
do género € A. hypogaea L., o amendoim cultivado, a qual € amplamente cultivada
em mais de 80 paises e é utilizada para varios fins, como por exemplo, para
producao de 6leo e para consumo direto. Devido a importancia de A. hypogaea, a
maior parte dos estudos no género Arachis, até alguns anos atras, concentrava-se
na secao Arachis, uma das nove sec¢des do género Arachis. Essa secao inclui o
amendoim cultivado (A. hypogaea — genoma AABB), A. monticola, também
alotetraploide, e outras 25 espécies dipldides silvestres, que possuem genomas
similares aos de A. hypogaea, segundo evidéncias citogenéticas (Fernandez &
Krapovickas, 1994; Lavia, 1998), moleculares (Kochert et al., 1996; Moretzsohn et
al.,, 2004) e de cruzabilidade (Krapovickas & Gregory, 1994). Essas espécies,
portanto, podem ser utilizadas como fontes de genes em programas de
melhoramento genético do amendoim, por meio de introgressdao de genes de
interesse, como por exemplo, genes de resisténcia a doengas e pragas.

A secdo Arachis ainda é alvo da maioria dos estudos, mas nao é mais o unico
foco de estudos no género. O numero de estudos envolvendo outras segdes tem
aumentado bastante nos ultimos anos (Galgaro et al., 1998; Gimenes et al., 2000;
Palmieri et al., 2002), em consequéncia do trabalho de coleta que tem sido realizado
e que tem aumentado consideravelmente a quantidade de germoplasma disponivel.
Com isso, uma maior variabilidade torna-se disponivel para ser utilizada em
programas de melhoramento das espécies ja cultivadas, elevando as chances de
novos cultivares serem obtidos. As coletas realizadas tiveram ainda como
consequéncia a identificacdo de novas espécies no género. Além disso, 0 aumento
foi impulsionado pelo sucesso que algumas espécies de Arachis tém alcangado
como plantas forrageiras, principalmente A. pintoi (se¢cao Caulorrhizae) e A. glabrata
(secao Rhizomatosae).

Uma grande parte dos estudos moleculares publicados sobre o género
Arachis s&o referentes a caracterizagado da variabilidade genética do germoplasma,
mas ultimamente tem aumentando o numero de estudos visando a prospeccio de
genes de interesse nas espécies silvestres do género, que possam ser utilizados no
melhoramento genético de A. hypogaea (Leal-Bertioli et al, 2000; Pande & Rao,
2001).

A avaliagao da variabilidade genética é um dos passos mais importantes para
manutengdo e uso do germoplasma de uma espécie. No género Arachis, a
caracterizagdo da variabilidade genética tem sido realizada entre e dentro de
espécies, abrangendo praticamente todas as suas segbes. Esses estudos tém
mostrado que espécies silvestres de Arachis apresentam uma grande variabilidade
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genética, mas pouca variabilidade tem sido detectada no amendoim cultivado, por
meio de marcadores bioquimicos e moleculares. A falta de polimorfismo no
amendoim tem limitado muitos estudos genéticos a partir do uso de marcadores
moleculares, tais como a construgdo de mapas de ligagcéo e a selegéo assistida por
marcadores. No entanto, tem se observado, nos ultimos anos, uma grande evolugao
na analise da variacido intra-especifica em A. hypogaea e em outras espécies de
Arachis. Os estudos iniciais geralmente envolveram um numero bastante reduzido
de acessos por espécie, e atualmente o numero € muito maior em funcdo do
aumento de acessos, o que € consequéncia direta do esforgo realizado para se
aumentar o germoplasma disponivel do género.

Com relagao aos métodos utilizados para a avaliagao de variabilidade, tem se
observado que os meétodos tém acompanhado a evolugdo dos marcadores
genéticos, a qual tem ocorrido no sentido de desenvolvimento de marcadores mais
informativos, isto €, marcadores que permitam a analise de regides altamente
polimdrficas do genoma. Como aconteceu em outras espécies vegetais, os primeiros
marcadores utilizados em Arachis foram as isoenzimas e proteinas (Cherry, 1975;
Krishna & Mitra, 1988). Em seguida, vieram os polimorfismos de fragmentos de
restricdo ou RFLPs (Paik-Ro et al., 1992; Kochert et al., 1996; Galgaro et al., 1998),
os RAPDs (Halward et al., 1991, 1992, Gimenes et al., 2000), AFLPs (He & Prakash,
1997, 2001; Gimenes et al., 2002) e os marcadores do tipo microssatélites (Hopkins
et al., 1999, He et al., 2003; Ferguson et al., 2004; Moretzsohn et al., 2004). Nos
ultimos anos, um grande esforgo tem sido feito para desenvolvimento de marcadores
microssatélites para Arachis spp. Marcadores microssatélites ou SSR (“Simple
Sequence Repeats”) constituem a ferramenta ideal para diversos estudos em
plantas, incluindo a andlise da variabilidade genética de cole¢gées de germoplasma e
a construgcado de mapas de ligacéo (revisto por Gupta & Varshney, 2000), por serem
multialélicos, codominantes e baseados em PCR. Atualmente, existem mais de 500
marcadores microssatélites descritos ou sendo caracterizados para o amendoim.

A avaliagdo da variabilidade genética no germoplasma das espécies de
Arachis, além de contribuir com informag¢des importantes para a manutencao do
germoplasma de Arachis, tem também sido util para responder a varias questdes e
para levantar varias outras, principalmente sobre relagcbes entre as espécies e taxa
de fecundacéo cruzada em algumas delas. As perguntas que surgiram fizeram com
que fossem utilizados outros tipos de analises moleculares, como por exemplo, a de
sequéncias de espacadores de genes ribossomais (ITS - Internal Transcribed
Spacers) do rDNA, as quais tém se demonstrado muito uteis no estabelecimento de
relagdes filogenéticas entre espécies de diversos géneros. As analises de ITSs das
espécies de Arachis tém permitido a resposta a varias questdes, como por exemplo,
a origem comum das espécies de 18 cromossomos da seg¢ao Arachis (A. decora, A.
praecox, A. palustris), a partir de uma espécie de genoma B.

As duvidas sobre a taxa de fecundacao cruzada entre espécies foram um dos
motivos para o desenvolvimento de marcadores microssatélites para trés espécies
(A. hypogaea, A. glabrata e A. pintoi). Este tipo de marcador, por ser codominante e
multialélico, tem fornecido dados importantes sobre o tipo de sistema de cruzamento
nas espécies de Arachis. Por exemplo, a analise do germoplasma de A. glabrata
com microssatélites revelou uma heterozigosidade observada muito alta para uma
espécie considerada autégama, de acordo com evidéncias morfolégicas. Marcadores
do tipo microssatélite certamente ainda contribuirdo muito na avaliacdo de
germoplasma de Arachis, pois além das vantagens citadas acima, estes tém se



mostrado altamente transferiveis entre espécies e, devido ao modo de deteccgao,
facilitam a integracdo e comparagao entre dados obtidos a partir da analise de
materiais diferentes. Outros marcadores como RAPD e RFLP tém se mostrado
inadequados neste sentido, devido a falta de repetibilidade e por dificuldades na
interpretacédo dos resultados, uma vez que € detectado um grande numero de locos
ao mesmo tempo em uma unica analise.

Marcadores microssatélites tém ainda contribuido enormemente na
prospeccado de genes em Arachis, pois estdo sendo utilizados para obtencédo de
mapas genéticos, que estao sendo construidos, utilizando-se populag¢des resultantes
de cruzamentos intra-especificos (A. stenosperma x A. stenosperma, A. magna x A.
magna) e interespecificos (A. ipaénsis x A. magna, A. duranensis X A.
stenosperma). Microssatélites facilitardo a comparagdo entre os mapas e a
integracdo com marcadores derivados de RGAs (resistance gene analogs) e
marcadores desenvolvidos a partir de ESTs (“Expressed Sequence Tags”),
selecionados em experimentos nos quais pretende-se identificar genes
diferencialmente expressos em funcdo da infeccdo aos nematdides das galhas
(Meloidogyne spp.) e fungos, como Cercosporidium personatum, causador da
mancha preta e Cercospora arachidicola, causador da mancha parda. O
mapeamento de marcadores associados a locos que conferem resisténcia a esses
nematdides e fungos ira acelerar sobremaneira o processo de introgressdo dos
genes de resisténcia para o amendoim cultivado, pelo método de retrocruzamento. A
integracdo de todos esses marcadores moleculares em um mapa facilitara a
identificacdo dos genes envolvidos na resisténcia e futuramente a clonagem dos
mesmos, uma vez que os ESTs e RGAs que forem mapeados nas regides onde os
QTLs s&o encontrados podem ser considerados fortes candidatos a genes
envolvidos na caracteristica em estudo e tém sido uma excelente alternativa para a
clonagem posicional. Esta estratégia tem se demonstrado bastante promissora para
identificacdo de genes de diversas caracteristicas em diferentes espécies (Zheng et
al., 2003; Flandez-Galvez et al., 2003). Além disso, estudos demonstraram que
QTLs para a mesmas caracteristicas podem ser conservados em relacdo a
constituicdo e posicdo entre espécies relacionadas (Changé et al., 2003), o que
sugere que os dados obtidos podem contribuir para identificagdo de QTLs em outras
espécies do género.
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DIVERSITY IN SECTION ARACHIS AND ITS POTENTIAL FOR PEANUT
BREEDING
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Peanut (Arachis hypogaea L.) is cultivated mostly in tropical and sub-tropical
climates. India and China are the largest peanut producers in the world; 13.5 million
ha are grown in Asia, 5.3 million ha in Africa, 1.2 million ha in the Americas, and 0.1
million ha in other parts of the world (Carley and Fletcher, 1995).

Peanut is an economically important crop that is grown as a major oilseed and
also for human consumption. Additionally, the foliage is an important fodder crop and
the meal remaining after oil extraction is an important source of animal feed. Peanut
is susceptible to numerous foliar and soil-borne pathogens. The most global peanut
diseases are early and late leaf spots and rust caused by Cercospora arachidicola
Hori, Cercosporidium personatum Deighton, and Puccinia arachidis Speg.
respectively. In addition, Sclerotium rolfsii, which causes stem rot, Sclerotinia minor
Jagger, which causes sclerotinia blight, several Pythium spp., and Rhizoctonia solina
are soil-borne pathogens that cause important peanut diseases. Root-knot
nematodes (Meloidogyne spp.) are the most important nematode pathogens of
peanut (Arachis hypogaea L.)

Because of the wide use of peanut and peanut products from the production
mentioned above, it is important that peanut breeding programs around the world
have significant diversity for improvement through breeding the crop. The genus
Arachis is divided into nine taxonomic sections (Krapovickas and Gregory, 1994).
The cultivated peanut belongs to the section Arachis, along with thirty other species,
all of which are cross compatible with each other to varying degrees, and producing
hybrids that range from zero percent fertile up to 92 % fertility. It is the diversity of the
31 species of the section Arachis that is the subject of this paper.

The Arachis section species have diversity of characteristics which can be
seen with the unaided eye, which include leaflet size, mainstem height, growth habit
(often referred to as plant type), axonomorphoic root, varying pod size and shape,
pod types and shell thickness, seed coat colors and seed size.

Leaflet size ranges from the 12 mm long x 4 mm wide leaflets of Arachis
linearifolia to the 60 mm long x 52 mm wide leaflets of A. batizocoi. Cultivated
varieties generally range in the 65 mm x 32 mm category, but it is apparent that
significant changes could be made in this trait if the desire or need to do so arose
because the length ranges from 38 to 96 mm and the width from 15.5 to 45.1 mm
(Simpson et al., 1992).

Mainstem height is another trait that can vary greatly. Some of the species in
Section Arachis have a central axis of about 15 mm. Others extent to more than two
meters if allowed to continue growth throughout the season. Cultivated varieties are
generally selected to achieve a mainstem height at harvest of less than half a meter
so harvesting is easier. In some areas of developing countries where harvesting is
done by hand the taller mainstem might be desirable. Again, it is apparent that
significant changes in mainstem height could be accomplished through breeding.

Growth habit is generally less diverse in the wild species than in the cultivated
A. hypogaea materials. The wild species tend to be low growing and abundantly



branched from the lower nodes of the base of the plants. The varieties of the
fastigiata sub-species are more upright in growth habit than the varieties of the
hypogaea sub-species. Some materials of the fastigiata sub-species are what is
known as star type, that is, the plants have a mainstem and four lateral (n+1)
branches, all of equal length in mature plants. Generally, these star types are avoided
for cultivated varieties because of harvesting difficulties, but because of the
desirability of limited plant cover around the base of plants, using the star types to
obtain intermediate segregates for selecting new cultivars is common among peanut
breeders.

The axonomorphic root (tap root) has significant variability in its appearance
and whether it is on a perennial plant or an annual plant. The root of the perennial
plant will always have a more bold appearance vs. the annual plants after about 40
days of age.

The pod sizes and shapes vary greatly in the section Arachis (see page 11 in
Krapovickas and Gregory, 1994). However, the variability within A. hypogaea is
greater than all others in the genus. The length of the wild species pods ranges from
8 mm to 21 mm (Krapovickas and Gregory, 1994), but the A. hypogaea materials
measured to date range from 20 mm to 69.9 mm (Simpson et al., 1992). Pod shapes
vary greatly, as well.

The seed coat color in wild Arachis has only been observed to date as tan or
white. Various shades of brown or black can be seen in some seed coats that have
been lying dormant inside the shell and in the moist soil for several months past
maturity, but these are not normal, natural colors of the mature seed coat. Seed coat
colors within the cultivated peanut vary widely and encompass approximately 35
distinct colors or color combinations (Wynne and Coffelt, 1982).

The species of section Arachis also have characters that can only be seen with
a microscope, by molecular analyses, or by a screening technique developed for
resistance to a disease or nematodes. Such traits as nematode resistance, leafspot
resistance, sclerotinia blight resistance, potential for apomixis, high oleic acid:low
linoleic acid (high O/L ratio), early maturity and resistance to tomato spotted wilt virus
are some of these traits. Simpson and Starr (2001), and Simpson et al. (2003)
released two new peanut cultivars that are resistant to root-knot nematode
(Meloidogyne arenaria), Smith and Simpson (Tamrun 96), released a -cultivar
resistant to tomato spotted wilt virus, Smith and Simpson, (Tamspan 90), and
Simpson and Smith (Tamrun 98), released sclerotinia resistance. Simpson et al.,
(1994) demonstrated a potential for apomixis in Arachis, and Burow et al. (2001)
published a molecular genetic map (RFLP) of A. hypogaea and a tri-species hybrid of
Arachis section species.

Other characters observed but not demonstrated in the section Arachis include
drought tolerance, higher oil content, rust resistance, and early maturity.
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O amendoim (Arachis hypogaea) € considerado como a quarta oleaginosa
mais consumida no mundo. O Brasil produziu em 2002, cerca de 190 mil toneladas,
sendo que 80% da area plantada se situa no Estado de Sado Paulo (CONAB, 2003).
O principal problema da cultura neste Estado e no mundo sao as doencgas fungicas
de parte aérea. Diversas espécies do género Arachis sdo consideradas resistentes a
varias pragas e doencas (Stalker & Moss, 1987; Pande, 2001; Favero et al. 2001).
Os objetivos deste trabalho foram: 1) identificar espécies silvestres pertencentes a
Seccao Arachis resistentes a mancha castanha (Cercospora arachidicola), mancha
preta (Cercosporidium personatum) e ferrugem (Puccinia arachidis); 2) realizar
cruzamentos entre espécies de genoma “A” e “B” resistentes a pelo menos uma
doenga fungica; 3) duplicar os cromossomos dos hibridos interespecificos estéreis;
4) realizar cruzamentos entre Arachis hypogaea e os anfidiploides sintéticos; 5) obter
a geracao F4 que tivesse 50% do genoma do amendoim cultivado, 25% do genoma
da espécie silvestre de genoma “A” e 25% do genoma da espécie de genoma “B”. 6)
realizar a caracterizagédo citogenética dos individuos das progénies F; quanto ao
numero de cromossomos. 7) realizar retrocruzamentos e novos cruzamentos
interespecificos.

Os experimentos foram conduzidos em condi¢des de telado, no Departamento
de Genética da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” / USP e na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Para a identificacdo de gendtipos
resistentes as doencgas fungicas, utilizou-se a técnica de folhas destacadas, segundo
Moraes & Salgado (1982), em laboratério, com inoculagdo artificial, condigdes
controladas de temperatura a 25°C e luz alternada (10h luz). Os cruzamentos entre
espécies silvestres, de genoma “B” com as de genoma “A”, resistentes a pelo menos
uma doenga foram realizados em condi¢cbes de telado, com emasculagao realizada
ao final da tarde e polinizagdo na manhd do dia seguinte. A duplicagdo de
cromossomos, de células somaticas de hibridos interespecificos com genoma “AB”,
foi obtida mediante o tratamento de estacas com colchicina a 0,2% por
aproximadamente 12h, em condigbes de luz e temperatura entre 25-30°C. Os
cruzamentos entre Arachis hypogaea e os anfidipléides sintéticos foram realizados
em condicbes de telado, na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Observou-se que varias espécies silvestres foram altamente resistentes a pelo
menos uma das trés doengas estudadas. Foi possivel selecionar, como genitores
masculinos, 12 acessos de espécies de genoma “A” e, como femininos, 6 acessos
de genoma “B”, listados na Tabela 1.



Tabela 1. Numero de polinizagdes, numero de plantas da progénie, numero de
hibridos e porcentagem de sucesso para cada combinagao de acessos de espécies
dipléides de Arachis analisada.

Cruzamentos numero de % de
(Espécies e acessos de germoplasma) hibridos sucesso

A. batizocoi 9484 x A. cardenasii 10017 12 30,77
A. batizocoi 9484 x A. kempff-mercadoi 13250 21 28,00
A. batizocoi 9484 x A. helodes 6325 8 22,86
A. aff. magna 6389 x A. duranensis 14167 2 22,22
A. batizocoi 9484 x A. duranensis 14167 4 21,05
A. ipaénsis 30076 x A. duranensis 14167 5 20,83
A. ipaénsis 30076 x A. villosa 12812 17 19,32
A. magna 13751 x A. stenosperma 3 6 9,84
A. aff. magna 6389 x A. aff. diogoi 9401 2 7,69
A. magna 13751 x A. aff. diogoi 9401 3 4,29
A. magna 13751 x A. cardenasii 10017 2 3,70
A. aff. magna 6389 x A. stenosperma 12488 3 1,32
A. hoehnei 30006 x A. helodes 6325 1 0,38
A. aff. magna 6389 x A. villosa 12812 2 0,92
A. hoehnei 30006 x A. simpsonii 13710 1 0,44
A. aff. magna 6389 x A. kuhlmannii 13721 1 0,39
A. hoehnei 30006 x A. cardenasii 10017 1 0,38
A. magna 30097 x A. simpsonii 13710 0 0,00
A. magna 30097 x A. kuhlmannii 10506 0 0,00
A. magna 30097 x A. kempff-mercadoi 13250 0 0,00
A. magna 30097 x A. diogoi 10602 0 0,00
A. aff. magna 6389 x A. diogoi 10602 0 0,00
A. hoehnei 30006 x A. stenosperma 12488 0 0,00
A. batizocoi 9484 x A. stenosperma 3 0 0,00
A. batizocoi 9484 x A. villosa 12812 0 0,00
A. aff. magna 6389 x A. cardenasii 10017 0 0,00
Total 91

A partir de 26 tipos de cruzamentos diferentes, foi possivel obter 17 hibridos
interespecificos diferentes com genoma “AB”. Apos o tratamento com colchicina de
todos os 17 tipos de hibridos, foram obtidas cinco combinacbdes hibridas que
produziram flores tetrapldides (A. hoehnei x A. helodes, A. ipaénsis x A. duranensis,
A. hoehnei x A. cardenasii, A. aff. magna x A. villosa, A. aff. magna x A. aff. diogoi),
observados na Tabela 2.



Tabela 2. Viabilidade de pdlen por coloragao em hibridos diploides e tetraploides.

Hibridos Viabilidade de pélen  Viabilidade de
em hibridos diploides polen em
hibridos
K 9484 x GKP 10017 0,13 -
K 9484 x V 13250 0,40 -
K 9484 x V 6325 0,79 -
V 6389 x V 14167 4,25 -
K 9484 x V 14167 0,38 -
KG 30076 x V 14167 0,98 97,74
KG 30076 x V 12812 0,84 -
V13751 xLm 3 2,86 -
V 6389 x V 9401 22,99 73,78
V 13751 x GKP 10017 4,76 -
V 6389 x V 12488 4,90 -
KG 30006 x V 6325 12,61 96,57
V 6389 xV 12812 16,25 49,25
KG 30006 x V 13710 14,01 -
V 6389 x V 13721 24,36 -
KG 30006 x GKP 10017 18,97 82,17

Foram realizados 21 tipos de cruzamentos diferentes entre Arachis hypogaea
e os anfidipldides sintéticos e realizada a caracterizagao citogenética dos individuos
hibridos das progénies baseada em contagem de cromossomos em metafase
mitética (Tabela 3).



Tabela 3. Combinacdes efetuadas para os cruzamentos entre acessos de Arachis
hypogaea e os anfipldides sintéticos obtidos, numero de polinizagao realizadas (NP),
numero de plantas hibridas (NPH), porcentagem de sucesso (realizagdo de
polinizagbes em relagdo a obtencao de hibridos) e contagem de cromossomos dos
hibridos (CCH).

Acessos de Acessos NP % de NPH CCH
A. hypogaea sucesso

BR 1 X V6389xV 12812 19 5,26 1 40
IAC-Caiap6 X 22 0,00 0 -
IAC-Runner X 27 0,00 0 -
IAC-Tatu-ST X 41 0,00 0 -
BR 1 X KG 30076 x V 14167 290 11,72 34 40
IAC-Caiapo X 53 30,19 16 40
IAC-Runner X 62 33,87 21 40
IAC-Tatu-ST X 251 5,18 13 40
Mdi 1560 X 21 4,76 1 40
Mdi 1538 X 68 16,18 11 40
Mdi 1678 X 15 0,00 0 -
V 12548 X 77 5,19 4 40
V 12549 X 51 3,92 2 40
BR 1 X KG 30006 x V 9401 5 0,00 0 -
IAC-Caiapo X 1 0,00 0 -
IAC-Runner X 4 0,00 0 -
IAC-Tatu-ST X 15 0,00 0 -
BR 1 X KG 30006 x GKP 10017 56 1,79 1 30
IAC-Caiap6 X 93 1,08 1 40
IAC-Runner X 89 1,12 1 30
IAC-Tatu-ST X 56 1,79 1 -
BR 1 X KG 30006 x V 6325 18 0,00 0 -
IAC-Caiap6 X 5 0,00 0 -
IAC-Runner X 2 0,00 0 -
IAC-Tatu-ST X 18 0,00 0 -

Através de caracterizagdo molecular (tipo microssatélites), foi possivel
confirmar a natureza hibrida de diversos individuos das progénies. Foram obtidos 13
tipos de hibridos: Arachis hypogaea (cvs. IAC-Tatu-ST, Br-1, IAC-Caiapo, IAC-
Runner) x [A. hoehnei x A. cardenasii]; Arachis hypogaea cv. Br-1 x [A. aff. magna x
A. villosa] ; Arachis hypogaea (acessos V 12548, V 12549, Mdi 1560, Mdi 1538, cvs.
Br-1, IAC-Tatu-ST, IAC-Caiap6, IAC-Runner) x [A. ipaénsis x A. duranensis].
Segundo a tabela 3, foi possivel observar que a maioria dos individuos hibridos
possui 40 cromossomos, permitindo assim a realizac&do de retrocruzamentos.

Novos cruzamentos tém sido realizados para ampliar a variabilidade genética
do amendoim cultivado (Tabela 4). A colheita foi realizada em abril de 2004, nao
sendo possivel determinar até o presente momento, se as hibridagbes foram
atingidas com sucesso.



Tabela 4. Cruzamentos realizados na safra 2003/2004.

Populacdes F; (50% A. hypogaea + 50% genoma silvestre)

Tatu x [A. aff. magna V 6389 x A. aff. diogoi V 9401]
Caiapo x [A. aff. magna V 6389 x A. aff. diogoi V 9401]
Runner x [A. aff. magna V 6389 x A. aff. diogoi V 9401]
BR 1 x [A. aff. magna V 6389 x A. aff. diogoi V 9401]
Tatu X [A. hoehnei KG 30006 x A. cardenasii GKP 10017]
Caiapé x [A. hoehnei KG 30006 x A. cardenasii GKP 10017]
Runner x [A. hoehnei KG 30006 x A. cardenasii GKP 10017]
BR 1 x [A. hoehnei KG 30006 x A. cardenasii GKP 10017]
Tatu x [A. hoehnei KG 30006 x A. helodes V 6325]
Caiapo X [A. hoehnei KG 30006 x A. helodes V 6325]
Runner x [A. hoehnei KG 30006 x A. helodes V 6325]
BR 1 x [A. hoehnei KG 30006 x A. helodes V 6325]
Tatui x [A. ipaénsis KG 30076 x A. duranensis V 14167]
Mdi 1678 X [A. ipaénsis KG 30076 x A. duranensis V 14167]
Populacdes RC; (75% A. hypogaea + 25% genoma silvestre)
Caiap6 x [A. hoehnei KG 30006 x A. cardenasii GKP
Caiapd x 10017]
Caiap6é x [A. ipaénsis KG 30076 x A. duranensis V
Caiapé x 14167]
BR 1 x BR 1 x[A. ipaénsis KG 30076 x A. duranensis V 14167]
Runner x [A. ipaénsis KG 30076 x A. duranensis V
Runner x 14167]
Tatu x Tatu x [A. ipaénsis KG 30076 x A. duranensis V 14167]
BR 1 x BR 1 x[A. aff. magna V 6389 x A. villosa V 12812]
Populacdes AB silvestre (50% genoma A + 50% genoma B)
A. cruziana Wi 1302-3 x A. stenosperma V 10309
A. williamsii Wi 1118 x A. helodes V10470
A. batizocoi K 9484  x A. microsperma V 14042
A. hoehnei V 9094 x A. diogoi Vp 5000

Portanto, os resultados obtidos mostram que € possivel a introgressao de
genes de resisténcia a partir de espécies silvestres no amendoim cultivado via
cruzamentos. Desta forma, € possivel ampliar a variabilidade genética existente nos
programas brasileiros de melhoramento de amendoim.
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PEANUT GERMPLASM COLLECTION, DIVERSITY AND ITS USE IN THE
IMPROVEMENT PROGRAMS
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Crop genetic resources have been used since man first started cultivating the
plants, but their importance was not realized until the beginning of 20™ century. With
expansion of crop improvement programs, breeders realized that they could achieve
greater success with the use of wider genetic variability. Globally over 81,000 peanut
germplasm accessions have been conserved, of which 27% is conserved in USA,
and 18% in R.S. Paroda ICRISAT gene bank in India. The International Crops
Research Institute for the Semi-Arid Tropics (ICRISAT) has the global responsibility
for collection, characterization, conservation, distribution, and utilization of peanut
(Arachis hypogaea L.) and other related Arachis species.

Peanut germplasm in ICRISAT genebank: The ICRISAT germplasm
collection currently consists of 14,966 accessions of peanut and 453 representing 46
taxa of wild Arachis species (origin: 93 countries). The collection is consisted of all
the six botanical varieties and includes 45.4% of var. hypogaea, 36.7% var. vulgaris,
15.7% var. fastigiata, 1.7% var. peruviana, 0.1% each of var. hirsuta and
aequitoriana. The entire collection consists of landraces (42.6%), breeding lines
(31.3%), cultivars (6.9%), and others including genetic stocks (19.2%).

The acquisition and collection of peanut germplasm resources in ICRISAT
genebank was started in 1976. Since that time, the genebank has acquired 12,660
accessions by donation and/or contribution from 87 organizations in 41 countries. In
addition, 2759 accessions have been collected through 67 expeditions in 29
countries. India contributed maximum number (5,282) as donation by 21 institutions,
and 1,041 accessions through 25 collection missions.

Germplasm conservation and distribution: In the ICRISAT genebank, the
seeds of entire collection are stored in medium-term storage (MTS: 5°C; 20% RH) in
aluminum cans. Recently conducted seed health monitoring on seeds conserved
from 10-25 years in MTS indicated >75% seed viability for majority of the accessions.
Accessions with declining seed viability (<75% seed germination) are regenerated on
priority and the old seeds are replenished with fresh stock. Germplasm accessions
are also conserved in long-term storage (LTS: -20°C) after packing in the vacuum-
sealed aluminum foil pouches. Before packing, the seeds are dried to about 5%
moisture content in the walk-in-drying room (100 m® size; 15°C and 15%RH) facility.
To date seeds of 6,820 accessions of A. hypogaea have been transferred to long-
term storage. Wild Arachis from Section Rhizomatosae are maintained as vegetative
material in concrete ring containers in glasshouses. Germplasm is supplied to users
following a Material Transfer Agreement. We have supplied 92,347 samples including
2,157 of wild species representing 14,399 unique accessions worldwide, together
with relevant passport information.

Characterization and evaluation: The majority of the peanut germplasm
collection held in the genebank has been characterized at ICRISAT, Patancheru,



Andhra Pradesh, India (18° N, 78° E). Accessions are characterized during both the
rainy (June to October) and postrainy (November to April) seasons for 29 quantitative
and 17 qualitative traits. Based on the evaluations, diversity for morphological and
agronomic traits has been assessed (Upadhyaya et al., 2002a).

A large portion of the peanut collection has been screened for resistance to
major biotic and abiotic stresses. Late leaf spot (LLS) [Phaeosariopsis personata
(Berk. & Curt.) V. Arx.], rust (Puccinia arachidis Speg.), and early leaf spot (ELS)
(Cercospora arachidicola Hori) are the most widely distributed and economically
important diseases of peanut. Field screening of over 12,000 accessions revealed
143 rust resistant lines. Aflatoxin contamination of peanut is a serious problem and
several sources of resistance have been identified. We also identified seven wild
species accessions (ICG 8131, 11551,11557,11560,13212, 13261 and 14875) with
low aflatoxin contamination (Thakur et al. 2000). Rosette virus disease in Africa, and
peanut bud necrosis disease (PBND) and peanut stripe virus (PStV) disease in Asia
cause substantial damage to the peanut crop. Several lines with low PBND (< 20%)
in field have been identified. Of the 9,000 accessions screened for PStV in Indonesia,
none was found resistant. However, seven accessions of wild species showed high
level of resistance to PStV (Prasad Rao et al. 1991). Germplasm sources resistant to
various insect-pests were identified at ICRISAT. They include six accessions
resistant to jassids (Empoasca kerri Pruthi), 11 to thrips (Thrips palmi Karny.), 10 to
termites (Odontotermes spp.), two to leaf miner (Aproaerema modicella Deventer),
and one to aphids (Aphis craccivora Koch.) (Ranga Rao and Wightman 1999).

Oil and protein contents are important quality attributes of peanut. Nearly
8,000 accessions have been screened for oil content and 5,501 accessions for
protein content. Sixty-six lines with >50% oil and 125 lines with >30% protein, have
been identified.

Geographical pattern of diversity: Data on 13,342 accessions for 16
morphological and 10 agronomic traits in two seasons were analyzed to study
geographical patterns of variation. Principal component analysis using the 36 traits
and clustering on first seven principal component scores delineated three regional
clusters, consisting of North America, Middle East, and East Asia in the first cluster;
South America in the second cluster; and West Africa, Europe, Central Africa, South
Asia, Oceania, South Africa, East Africa, Southeast Asia, Central Asia and the
Caribbean Islands in the third cluster (Upadhyaya et al 2002a).

Low utilization of germplasm resources: An analysis of peanut germplasm
supplied to users from the ICRISAT genebank indicated that 92,347 (2,157 wild)
seed samples of 14,399 accessions were supplied during 1976-2003. This figure is
considered as inadequate use of germplasm resources. The use of germplasm in
ICRISAT’s crop improvement programs is also low. For example, the summary of
parental lines used in the ICRISAT groundnut improvement program (1986-2002)
revealed that 986 parents were used in making crosses to develop 8279 breeding
lines, but this included only 132 unique germplasm accessions of groundnut and 10
of wild Arachis species. In USA and China also very few germplasm lines have been
used in the breeding programs.

Forming subsets of germplasm to enhance its utilization: The peanut
improvement programs have made significant progress in last two decades but
exploitation of the available genetic variability is still limited and as a result most



peanut cultivars have a narrow genetic base. This base needs to be broadened,
which could be achieved by developing manageable sample or “core collection”
(Frankel 1984). A core collection contains a subset of accessions from entire
collection that captures most of the available genetic diversity of species (Brown
1989a). The core subset can be evaluated extensively and the information derived
could be used to provide a targeted entry point into the collection and thus more
efficient utilization of entire collection. At ICRISAT, we have accomplished this by
making subsets at following three levels:

1) Global Core collection: Brown (1989 a) using sampling theory of selectively
neutral alleles argued that the entries in a core subset should be about 10% of total
collection, with a ceiling of 3000 per species. This level of sampling is effective in
retaining 70% alleles of the entire collection. At ICRISAT, a total of 14,310
accessions from 92 countries on which data was available for a minimum set of 14
qualitative traits has been used in selecting the core collection. This consisted of
1,704 accessions: 784 accessions of var. hypogaea, 584 of vulgaris, 299 of fastigiata,
27 of peruviana, 6 of aequatoriana, and 4 of hirsuta. Different statistical tests
revealed that the core collection has captured >85% diversity of the entire collection
(Upadhyaya et al., 2003). This core collection provides an effective mechanism for
the proper exploitation of groundnut germplasm resources for the genetic
improvement of this crop and simplifies the genebank management.

i) Mini-core collection: In many crops the number of accessions contained in
genebanks are several thousands, and a core subset consisting of 10% of entire
accessions would be again large and unwieldy to access traits of economic
importance. Consequently, the main issue is to reduce the size of subset further
without losing species diversity. Upadhyaya and Ortiz (2001) suggested the strategy
for sampling the entire and core collections for developing a mini core collection,
which contains about 1% of the entire collection but captures the most of the useful
variation of the crop. The peanut core subset consisting of 1,704 accessions was
evaluated in an augmented design with four control cultivars during 1999 rainy and
1999/2000 postrainy seasons at Patancheru, Andhra Pradesh, India. Data on 13
morphological and 16 agronomic traits was recorded. The same strategy, which was
used in formation of core collection, was followed to develop the mini subset
consisting of 184 (11.03% of core and 1.37% of entire collection) accessions
(Upadhyaya et. al., 2002b).

1) Regional core collection (Asian region): To enhance the utilization of
peanut genetic resources in Asia region, where productivity is rather low, a groundnut
core collection for Asia region, consisting of 504 (10.6% of entire) accessions was
developed using 15 morphological descriptors (Upadhyaya et al., 2001a).

Uses of core collections in crop improvement: From the groundnut core
collection consisting of 1,704 accessions (Upadhyaya et al. 2003), we selected 21
early maturing landraces (similar to Chico) and evaluated them at 1240° Cd
(equivalent to 75 days after sowing (DAS) and 1470° Cd (equivalent to 90 DAS) in
rainy season at Patancheru along with early maturing cv. Chico. ICGs 4558, 4729
and 9930 (1.97-2.15 t ha™) produced 25-36% more pod yields than the early maturing
cv. JL 24 at 1240° Cd in the 2001/02 post rainy season.



We have been able to select promising accessions for low temperature
tolerance using core collection of groundnut. The set of 1,704 core accessions was
screened for low temperature tolerance at germination under laboratory conditions.
343 accessions were found promising, which included 25 cultivars, 93 breeding lines,
164 landraces, and 61 others. The landraces were further characterized for yield and
related traits. Twenty-four accessions were found most promising (Upadhyaya et al
2001b).

In USA, the peanut core collection of 831 accessions (Holbrook et al. 1993)
was tested against various stresses and a number of resistant sources were
identified. They included 36 core accessions resistant to root knot nematode
(Holbrook et al. 1997), 14 tolerant to pre-harvest aflatoxin contamination (Holbrook et
al 1998), and six with high level of resistance to Rhizoctonia limb rot (Franke et al.
1999).

The 184 mini-core accessions (Upadhyaya et al. 2002b) were evaluated for
traits related to drought tolerance, specific leaf area (SLA) and soil plant analysis
development (SPAD) chlorophyll meter reading (SCMR), and 180 accessions were
identified with high water use efficiency (WUE) at ICRISAT. Likewise, the Asian
groundnut core collection (Upadhyaya et al. 2001a) consisting of 504 accessions was
evaluated in multi-environments to select diverse and superior germplasm
accessions for use as parents in improvement programs. On the basis of
performance compared to control cultivars in different environments, 15 fastigiata, 20
vulgaris, and 25 hypogaea accessions from 14 countries were selected at ICRISAT.

Gaps in the germplasm collection: In the initial years, we concentrated on
assembling germplasm that existed with other institutes in India and abroad followed
by germplasm collecting missions in areas that were poorly represented. The
analysis of the currently available passport data on the germplasm collection
revealed that the countries of primary and secondary centers of diversity were poorly
represented. Also the number of botanical vars. aequitoriana and hirsuta is less in the
collection. Efforts should be made to secure new germplasm representing these
regions/taxa to enrich the germplasm collection.
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DESARROLLO DE PROTOCOLOS PARA LA CONSERVACION IN VITRO DE
ARACHIS EN ARGENTINA
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Laboratorio de Cultivo in vitro de Tejidos Vegetales. Instituto de Botanica del Nordeste (IBONE) CC
209 - Facultad de Ciencias Agrarias UNNE. Sargento Cabral 2131; (3400) Corrientes. Argentina.
heberey@agr.unne.edu.ar

La necesidad de mantener la diversidad genética, o bien, clones
seleccionados de "materiales elites” ha estimulado desde hace algunos afos el
desarrollo de estudios sobre el mantenimiento in vitro del germoplasma de especies
vegetales (Roca et al., 1991).

Tanto Morel (1975) como Henshaw (1975) demostraron y defendieron la
importancia que podian tener las técnicas de cultivo in vitro en la conservacion de los
recursos fitogenéticos como una alternativa en el mantenimiento de colecciones
para su uso en el mejoramiento de plantas. Recién en la década de 1980, merced a
los trabajos de Withers y Williams (1985), se reconocio el potencial de los métodos
de cultivo in vitro para la conservacién de especies de plantas “dificiles”, abarcando
las denominadas especies ‘recalcitrantes”, designando asi a aquellas especies
propagadas vegetativamente cuyas semillas no se podian conservar a temperaturas
bajas y reduciendo el contenido de agua.

Desde entonces, la conservacion in vitro es considerada como parte de la
estrategia general de preservacion de una especie vegetal, siendo un auxilar valioso
y un suplemento de la conservacion de recursos genéticos (Roca et al, 1991,
Engelmann 2000).

Entre las técnicas de cultivo in vitro para la conservacién de germoplasma de
plantas, se ha usado el crecimiento lento como una opciéon de almacenamiento a
corto y mediano plazo, con intervalos de subcultivos extendiéndose entre 12 meses y
4 afnos. Actualmente se conservan grandes colecciones a crecimiento lento como
mandioca, batata, Musa spp. y iame (Ashmore, 1997), modificando las condiciones
fisicas de incubacion y/o modificaciones en la constitucion del medio de cultivo con el
fin de reducir la proporcion de crecimiento de los tejidos conservados in vitro.
Aunque los procedimientos mas exitosos y ampliamente usados estan basados en la
reduccion de la temperatura de incubaciéon o en la reduccion de los componentes
quimicos de los medios de cultivo (Roca et al, 1991), también han sido utiles
aquellos procedimientos que combinan reduccion de temperatura e incubacién en
oscuridad (Withers and Engelmann, 1998; Negri et al, 2000; Roca et al, 1989 ).

El germoplasma de Ila mayoria de las especies de Arachis puede ser
conservado en bancos de semillas, usando técnicas convencionales. En este
sentido, estas especies podrian ser incluidas dentro del grupo de las “semillas
ortodoxas” que pueden ser deshidratadas a 5% o menos, sin sufrir mayores dafnos,
Una vez secas, la viabilidad de estas semillas puede prolongarse mediante el
empleo de bajas temperaturas y humedad (Roberts, 1973). Con este método se
estdn conservando semillas de casi 50.000 accesiones de Arachis hypogaea en
varios lugares del mundo — India, USA, Argentina (Manfredi, Cba.), Indonesia, Brasil
y Senegal (Williams, 1989).

En tal sentido, el cultivo de tejidos ofrece varios procedimientos para resolver
problemas en la conservacion de germoplasma de Arachis spp. especialmente en los
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materiales que son propagados en forma vegetativa. Este es el caso de A. Pintoi
(2n=3x=30), A. glabrata y A. Burkartii. Para que ello sea posible deben desarrollarse
sistemas de multiplicacién y conservacion in vitro que permitan la obtenciéon de
plantas.

En el presente trabajo se informa acerca de 1) el desarrollo de sistemas de
regeneracion de plantas y 2) desarrollo de protocolos para conservacion a mediano
plazo.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal: El material utilizado provino de plantas adultas de Arachis
Pintoi (citotipo diploide) que crecen en el jardin del IBONE. Estas semillas fueron
colectadas por A. Krapovickas y W.C. Gregory en Cruz das Almas, Bahia, Brasil
(ejemplar de herbario Gregory y Krapovickas 12787, depositado en CTES). Las
plantas del citotipo triploide fueron proporcionadas por F.M. Valls de
Embrapa/Cenargen, Brasilia, Brasil a A. Krapovickas (ejemplar de herbario Lavia 90,
depositado en CTES).

Origen de los explantes: Se tomaron como fuente de explante apices
caulinares de 2 mm de plantas adultas crecidas en el jardin. Los explantes fueron
desinfestados mediante inmersion en etanol 70% por 30 segundos seguido de
inmersion en una solucion comercial de lavandina (0,9% de hipoclorito de sodio,
concentracion final) con una gota de Tween® por 10 min y enjuagadas 3 veces con
agua destilada estéril. Como la contaminaciéon con hongos y bacterias fue elevada,
los experimentos que se describen a continuacion fueron realizados con plantas
establecidas in vitro.

En el presente trabajo fue evaluado el potencial de regeneracion de plantas in
vitro de apices (2-3 mm de longitud), meristemas apicales de (0,3-0,5 mm de
longitud) y de segmentos nodales de 4-7 mm de longitud con una yema axilar de dos
citotipos de Arachis Pintoi, uno diploide (2n= 2x= 20) y otro triploide (2n=3x=30).

Condiciones de incubacion: Se incub6 en un cuarto climatizado a 27+ 2°C
bajo 14 hs de fotoperiodo con una irradiacion de 116 pumol m? s™ provista por
lamparas fluorescentes Philips TLD 36W/840.

En un experimento los tubos fueron incubados a 4 °C en oscuridad. Los
explantes fueron mantenidos en estas condiciones durante un periodo de 360 dias;
cada 90 dias, los explantes fueron recultivados a medios frescos (a los mismos
medios) y transferidos a un cuarto climatizado a 27 + 2 °C con un fotoperiodo de 14
hs (116 umol m? s™), con el fin de evaluar porcentaje de sobrevivientes.

Medio de cultivo. Consistié en las sales y vitaminas de Murashige & Skoog
(1962) (MS) con 3% de sacarosa, suplementado con diversos reguladores del
crecimiento.

Para el cultivo de meristemas, apices y segmentos nodales se emple6 el MS
adicionado de diferentes concentraciones y combinaciones de ANA (0,01; 0,05;
0,1mg/L) y BA (0,01; 0,1 y 1 mg/L).

En los experimentos que involucraron medios subdptimos, se cultivaron in
vitro apices y segmentos nodales en el medio de Murashige y Skoog (MS) completo
y reducido a 1/2, 1/4 y 1/8 de su concentracion, solo o suplementado con &cido
naftalenacético (ANA) 0,01 mg/L. El medio fue solidificado con 0,65% de agar
(Sigma A-1296, St. Louis, Mo). El pH de los medios fue ajustado a 5,8 con KOH o
HCI antes del agregado de agar. Los tubos fueron obturados con papel de aluminio y



esterilizados a 1,46 Kg cm? (121 °C) durante 20 min. La incubacién fue realizada a
27 + 2 °C con un fotoperiodo de 14 hs (116 pmol m?s™).

RESULTADOS
Regeneracién de plantas a partir de 4pices, meristemas y segmentos nodales.

Apices y segmentos nodales cultivados del citotipo diploide.

En la Fig. 1 se representa el efecto de la suplementacion al medio de MS con
10 combinaciones de ANA y BA en la regeneracion de plantas a partir de apices y
segmentos nodales. Aunque ambos explantes permitieron la regeneracion de
plantas, los segmentos nodales parecian ser ligeramente mejores que los apices. El
mejor medio de cultivo resulto ser el MS suplementado con 0,01 mg/L de ANA 'y 0,01
mg/L de BA. Concentraciones de ANA superiores a 0,05 mg/L en combinacién con
0,01 mg/L 6 0,1 mg/L BA no resultaron ser eficaces en la induccion de plantas. Un
resultado similar se obtuvo en la combinacién de MS + 0,01 mg/L de ANA + 1 mg/L
BA. Alrededor del 90% de los segmentos nodales cultivados en MS + 0,01 mg/L ANA
+ 0,01 mg/L de BAP a los 30 dias regeneré directamente plantas enteras de los
apices sin la formacion de callos. Gagliardi et al. (2002) trabajando con Arachis
retusa, Krapov., W.C. Gregory y Valls, A. macedoi Krapov. y W.C. Gregory, y A.
burchelli Krapov. y W.C. Gregory recomiendan el cultivo de segmentos nodales en
MS suplementado con 0,5 mg/L ANA como unico regulador de crecimiento.

100+ .
= Apices
B3 Segmentos nodales

% PLANTAS

ANA 0 0.01 0.01 0.01 0.01 0.05 0.05 0.05 0.1 0.1 mg/L
BA 0 0 0.01 0.1 1 0.01 0.05 0.1 0.01 0.1

Figura 1. Efecto de 10 combinaciones de ANA y BA en la
regeneracion in vitro de plantas por cultivo de &apices y
segmentos nodales de Arachis Pintoi (2n=2x=20). (La barra
vertical representa + SE).

Cultivo de meristemas del citotipo diploide.

Transcurridos 30 dias de cultivo los meristemas mostraron cuatro tipos de
respuestas: 1) la continuacion del crecimiento de estructuras preexistentes, llegando
a observarse apices (sin hojas expandidas) de menos de 3 mm de longitud 2) la
regeneracion de brotes (con hojas expandidas) de menos de 3 mm de longitud; 3) la
regeneracion de vastagos con hojas expandidas de mas de 5 mm de longitud y 4)
regeneracion de plantas completas. La proporcion relativa de estas respuestas fue
fuertemente influenciada por el medio de cultivo empleado. La regeneracion de



plantas sélo se obtiene con combinaciones especificas de ANA y BA (Fig.2). Aunque
se obtuvo regeneracion de plantas y vastagos de 5 mm de longitud en varios medios
de cultivo, la combinaciéon de MS + 0,01 mg/L de ANA + 0,01 mg/L BA resulté ser la
mas eficiente. Bajo estas condiciones, se obtuvo el 17% de plantas a partir del
cultivo de meristemas (Fig. 2). Los demas explantes fueron transferidos al medio
antes mencionado y luego de transcurridos 60 dias el 55% de los explantes
diferencié plantas, mientras el 45% produjo vastagos mayores a 3 mm (con
expansion de hojas). Los vastagos fueron enraizados exitosamente al ser cultivados
a medios para inducir rizogénesis.
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Figura 2. Efecto de varias combinaciones de ANA y BA en las
respuestas morfogénicas de meristemas de Arachis Pintoi
(2n=2x=20) cultivadas in vitro (La barra vertical representa en error
standard).

Basado en las respuestas morfogénicas del cultivo de meristemas de A. Pintoi
incluidas en el presente trabajo, es posible concluir que la concentracién y
combinacion de reguladores de crecimiento gobiernan la regeneracion de plantas. El
efecto benéfico de la presencia de ANA y BA en el medio de cultivo para
caulogénesis o regeneracion de plantas a partir del cultivo de meristemas de A.
hypogaea fue demostrada previamente por (Kartha et al., 1981; Morris et al., 1997;
Radhakrishnan et al., 1999). Sin embargo, las concentraciones de ANA y BA
recomendadas como Optimas por estos autores son ligeramente diferentes a las
obtenidas en este estudio. Kartha et al., (1981) informaron que la regeneracién de
plantas ocurre cuando se emplea 0,1 uM (0,02 mg/L) de BA en combinacién con 10
uM (1,86 mg/L) de ANA. Sin embargo, Morris et al., (1997), y Radhakrishnan et al
(1999) recomendaron utilizar 1 mg/L de ANA y BA. Asimismo, Bajaj (1983)
empleando 2 mg/L de AIA + 0,2 mg/L de BA informa que el 70-80% de los
meristemas cultivados desarrollan vastagos en 4-6 semanas.

Cultivo de apices, meristemas y segmentos nodales del citotipo triploide.
Del mismo modo que con el citotipo diploide, los tres tipos de explantes del
citotipo triploide fueron cultivados in vitro en MS + 0,01 mg/L de ANA y de BA
respectivamente, permitiendo la regeneracion de vastagos y plantas (Tabla 1). Se
indujo el enraizamiento en aproximadamente el 80% de los vastagos mediante su



cultivo en un medio conteniendo MS+ 0,01 mg/L de ANA. Las plantas fueron
transferidas exitosamente a suelo.

Tabla 1. Regeneracién de vastagos y plantas a partir de apices, meristemas y
segmentos nodales de Arachis Pintoi triploide (2n= 3x= 30) a los 30 dias de cultivo
en medios conteniendo MS + 0.01 mg/L de ANA + 0.01 mg/L de BA.

% explantes que diferencian

Explantes vastagos plantas
apices 29 (+5) 12(z 5)
meristemas 26 (£ 5) 6(x 5)
segmentos 37(x7) 60(x 8)
nodales

* Unicamente vastagos con 5 mm o mas de longitud fueron contabilizados
** + SE.

Medios subdptimos

Transcurridos 12 meses pudo observarse respuestas parecidas en ambos
citotipos (diploide y triploide), razén por la cual se representan Unicamente las
respuestas del citotipo triploide. En la Fig.3 donde se representan los resultados del
cultivo de apices se observa que en todos los medios se regeneran plantas en
porcentajes del 18 al 20%, excepto en aquellos donde la concentracién salina del MS
fue de 1/8. Es importante sefialar que todos los explantes que permanecieron
verdes, cuando fueron subcultivados a medios frescos conteniendo MS + 0,01 mg/L
de ANA + 0,01 mg/L BA , brindaron entre el 70 y 90% de plantas.

100+

I Plantas
I vast>5mm
I expl/hojas
H Spice 3 mm
22 muertos

80

60+

40

% respuestas

20

MS 1/2MS 1/4MS 1/8MS MS 1/2MS 1/4MS 1/8MS
ANA 0,01mg/L

Fig. 3 Efecto de ocho medios de cultivo en las respuestas morfogénicas de apices de
A. Pintoi (2n=3x=30), conservados durante 12 meses en un cuarto climatizado a 27 +
2°C.

Al analizar las respuestas obtenidas con segmentos nodales, que se
representan en la Fig .4 se aprecia que en todos los medios hubo regeneracion de
plantas en porcentajes que oscilaron entre el 35 al 43% y entre el 55 y 75% de
explantes muertos. Comparativamente entre ambos tipos de explantes, resulta ser
mas eficiente para conservar germoplasma, el cultivo de apices por presentar menor
mortandad de explantes transcurridos 12 meses.
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Fig. 4 Efecto de ocho medios de cultivo en las respuestas morfogénicas de
segmentos nodales de A. Pintoi (2n=3x=30), conservados durante 12 meses en un
cuarto climatizado a 27 £ 2°C.

Conservaciéon de germoplasma a baja temperatura (4 °C)

Transcurridos 3 meses se observd que todos los meristemas habian muerto
en ambos citotipos, mientras que los apices del citotipo diploide brindaron entre el 20
y 30% de plantas y entre el 30 y 40% de explantes vivos (Fig. 5). Los segmentos
nodales posibilitaron entre el 60 y 80% de plantas y entre 10 y 40 % de explantes
vivos (Fig. 6), dependiendo del medio de cultivo en que se encuentren.
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Fig. 5 Efecto de la conservacion de pices de A. Fig. 6 Efecto de la conservacion de segmentos
Pintoi (2n=2x=20) a 4°C, en tres medios de nodales de A. Pintoi (2n=2x=20) a 4°C, en tres
cultivo durante 3 meses. medios de cultivo durante 3 meses.
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Fig. 7 Efecto de la conservacion de apices de A. Fig. 8 Efecto de la conservacion de segmentos

Pint_oi (2n=2x=20) a 4°C, en tres medios de nodales de A. Pintoi (2n=2x=20) a 4°C, en tres
cultivo durante 9 meses. medios de cultivo durante 9 meses.

Estas respuestas fueron variando sensiblemente con el transcurso del tiempo,
observando que a los 9 meses unicamente se obtuvo el 3% de plantas tanto para



apices (Fig.7) como para segmentos nodales (Fig.8); mientras aumento la proporcién
de explantes muertos (apices 30 -40% y segmentos nodales 70-80%). El citotipo
triploide es mas sensible a 4°C, ya que a los 9 meses no se observan explantes
vivos, mientras que con el citotipo diploide recién se observan idénticos resultados a
los 12 meses.

Conclusiones:

Los resultados informados sugieren que la regeneracion de plantas de Arachis
Pintoi de los citotipos diploide y triploide pueden ser logrado rapidamente a través del
cultivo de apices, meristemas y de segmentos nodales en MS + 0,01 mg/l de ANA +
0,01 mg/L de BA. Pueden regenerarse plantas en una sola fase de cultivo en 30 dias
o en dos fases, involucrando 1) la regeneracidon de vastagos 2) el enraizamiento de
los mismos en MS + 0,01 mg/L de ANA.

Es factible conservar apices de Arachis Pintoi por el termino de 1 afio en un
medio suboptimo como por ej. MS 1/4 con 0,01 mg/L de ANA, sin necesidad de
subcultivos.

Actualmente también en el IBONE, se estan desarrollando sistemas que
permiten la crioconservacion de meristemas y embriones somaticos en nitrogeno
liquido (-196 °C). El porcentaje de regeneracion de plantas esta alrededor del 35 -
40%.

Apoyo financiero: Estos trabajos fueron financiados parcialmente por el CABBIO,
CONICET, SGCyT (UNNE) y por USDA/FAS/RSED/Scientific Cooperation Program.
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Introduction

Cultivated varieties and wild species of Arachis are usually preserved by
means of seedbanks, requiring periodical renewal for germplasm maintenance and
distribution. Although Arachis seeds have been classified as orthodox (Hanson et al.,
1984), viability losses may occur even under optimal storage conditions. Hence,
Arachis seeds may be more adequately classified as sub-orthodox according to the
concept applied to seeds that can be stored under the same conditions as true
orthodox ones but for shorter periods. This behavior may result from the high fat
content of the storage tissues, whicht can undergo auto-oxidation and originate free
radicals that damage proteins and nucleic acids. In addition, storage longevity
depends on several factors such as moisture content, oil content, genotype, storage
conditions and contamination that may lead to a number of detrimental changes
resulting in cytological and metabolic abnormalities of the seeds (Gagliardi et al.,
2000).

In view of these problems, it is highly desirable to develop appropriate in vitro
conservation techniques as alternative strategies to complement conservation and
utilization of Arachis germplasm. Considering that these methodologies rely on
micropropagation methods, the initial goal of our work was to develop in vitro
regeneration protocols from explants derived from seeds stored at the
EMBRAPA/CENARGEN seed bank. In the past few years, several accessions from
six Sections were rescued through culture of seed explants (Gagliardi et al., 2000),
the resulting plants were multiplied by nodal segments culture (Gagliardi et al.,
2002a) and a successful protocol for acclimatization to ex vitro conditions was
established. Methodologies for in vitro preservation through slow growth and
cryopreservation of embryo axes and shoot apices of in vitro plants were developed
and the genetic stability of these materials is being monitored (Gagliardi et al., 2002b;
2003).

In vitro regeneration from seed explants and multiplication of in vitro plants

In vitro regeneration studies were conducted by using cotyledon, leaflets and
embryo axes explants, excised from seeds of accessions from Sections
Extranervosae, Heteranthae, Caulorrhizae, Procumbentes, Erectoides and Arachis.
While most seeds had lost germination capacity, plant recovery from embryo axes
occurred at high frequencies and was not correlated to seed age. On the contrary,
regeneration from cotyledon explants occurred at significantly lower frequencies
(Table 1). In spite of the low regeneration frequencies, adventitious shoot induction
from cotyledons may be considered an additional tool for plant regeneration,
maximizing the number of plants which can be produced from a single seed. Leaflets
originated plants via indirect organogenesis or embryogenesis and because of this
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such explants were not considered as a suitable material for conservation purposes.
In vitro regeneration from seed explants suggests that whole seeds failure to
germinate may be a consequence of factors others than tissue death.

The studies carried out on the morphogenetic potential of nodal segments
from in vitro plants determined the effects of explant position and age of the donor
plant in the process of plant regeneration in response to different growth regulators
from shoot apices and axillary buds derived of primary cultures. The production of
multiple shoots from nodal segments was also studied with the objective of
enhancing the rate of multiplication (Gagliardi et al., 2002a). The culture of nodal
segments from the primary in vitro-grown plants can be used to further amplify in vitro
collections thus allowing both germplasm maintenance and distribution. This
methodology is currently being used as means of short-term maintenance and
multiplication of 23 species, summing up 32 accessions.

Taken together, these approaches provided efficient procedures for the
recovery and multiplication of Arachis germplasm. As the regeneration processes
chosen for this purpose do not involve a callus phase, occurring either by direct
organogenesis (cotyledons) or through the development and multiplication of
preexisting meristems (embryo axes and nodal segments), this can be achieved with
reduced risk of somaclonal variation.



Table 1. Plant recovery from seed explants of wild Arachis species after 60 days of
culture

Species Accession Section Seed Responsive explants
Age frequency*
(years) Cotyledons?® Embryo
axes”
A. aff. prostrata V 5913 Extranervosae 18 0 0
A. burchellii V 6556 Extranervosae 3 30 82
V 7805 Extranervosae 14 9 83
V 7863 Extranervosae 13 0 66
V 14119 Extranervosae 1 23 89
A. macedoi V 7533 Extranervosae 4 9 90
V 7821 Extranervosae 3 14 100
V 13472 Extranervosae 5 29 100
A.pietrarelli V 7861 Extranervosae 3 26 88
A. prostrata V 6638 Extranervosae 4 50 25
A. retusa V 9950 Extranervosae 8 18 90
V 12939 Extranervosae 3 15 100
Arachis sp.nov V7784 Extranervosae 13 0 91
A. villosulicarpa  Md 1022 Extranervosae 2 50 100
Pd 2804 Extranervosae 11 5 100
A. dardanii V 13383 Heteranthae 1 0 60
A. pusilla V 10833 Heteranthae 1 0 80
A. seridoensis V 10969 Heteranthae 1 0 29
A. sylvestris V 6001 Heteranthae 0.5 30 70
A. pintoi V 6791-wf Caulorrhizae 6 10 70
W 647 Caulorrhizae 6 20 70
A. porphyricalix V 7303 Erectoides 12 10 100
A. V 13556 Erectoides 6 0 78
paraguariensis
V 14204 Erectoides 6 25 100
A. appressipila GKP 10002 Procumbentes 6 0 70
A. decora Sv 4533 Arachis 6 50 80
A. palustris V 13023 Arachis 6 10 90
A. praecox V 14682 Arachis 6 45 80
A. schininii V 9923 Arachis 6 20 90
A. gregoryi V 6389 Arachis 12 7 86
A. magna V 14750 Arachis 6 75 100
A. glandulifera V 14730 Arachis 6 70 80

2 MS plus 110 uM BAP; ® MS plus 8.8 uM BAP ; ND — Not determined

Acclimatization

In vitro-grown plants display a culture-induced phenotype due to the growth
conditions that induce abnormal morphology and physiology. These features may
cause transplantation stress and mortality as a result of poor control of water loss and
reduced photosynthetic competence. Thus, the final step of micropropagation
protocols consists on the acclimatization of in vitro plants to ex vitro conditions. This
is a critical process in the establishment of a successful in vitro preservation program



in order to provide suitable plant material for future utilization. However, no
investigation had yet been carried out to determine the factors involved in the
adaptation of in vitro plants of Arachis.

The efficient adaptation of plants to ex vitro conditions is determined by the
type of substrate, in vitro pre-treatments and genotype, among others. Our initial work
was performed with A. retusa plants by evaluating the effect of different substrates
and the influence of in vitro treatments with different sucrose concentrations on the
subsequent acclimatization process. Highest survival rates after transplantation were
achieved by submitting in vitro plants to a preconditioning phase in MS medium
supplemented with sucrose 1.5% during the last micropropagation phase and by
using sand without fertilizers as substrate. Acclimatized plants showed flower and
fruit development after periods of high temperatures.

In vitro conservation through slow growth and cryopreservation

Slow growth storage for short and medium term conservation has been applied
with varying degrees of success to several plant species. Growth reduction
procedures include incubation at low temperatures, low light intensity and use of
growth inhibitors with the objective of extending the normal subculturing intervals to
much longer periods. We are currently studying this aspect of Arachis conservation in
order to characterize the effects of abscisic acid (ABA), light intensity and storage
temperature on plant growth and subsequent demand for subcultures, which are
normally performed at monthly intervals. So far, shoots of A. burchellii V7805 were
maintained in MSO supplemented with 1mg/L ABA at 20°C and 1/3 of the commonly
used light intensity for three months without sub-cultures, showing reduced growth
and keeping the recovery capacity of shoot apices.

Cryogenic storage is the only viable option for prolonged storage due to the
blockage of cell metabolism, which also contributes to the genetic stability of
preserved germplasm. In addition, cryopreservation requires a minimum of space for
long-term storage and maintenance, requiring less periodic testing for viability. In the
last decade, new techniques of rapid freezing in liquid nitrogen LN have been
established, without the use of controlled cooling devices. The vitrification technique,
in which explants are pre-treated with high concentrations of cryoprotectors has been
successfully applied to plant protoplasts, cells, shoots tips, somatic embryos and
embryonic axes of various genera. The desiccation technique is based on the
exposure of tissues to air current, compressed air stream or silica gel before rapid
freezing by direct immersion in LN.

We demonstrated the possibility of cryopreserving embryonic axes of wild
Arachis species using desiccation and one-step cooling in LN (Gagliardi et al.,
2002b). This methodology is advantageous as compared to previously described
methods for cryopreservation of A. hypogaea, providing significantly higher recovery
rates than those obtained by other authors, without the use of cryoprotectors or
programmable freezers.

However, the application of methodologies based on the use of embryo axes
can be seriously limited for those accessions with a reduced number of seeds. In
those cases, cryopreservation of vegetative tissues such as nodal segments or shoot
tips obtained from the multiplication of in vitro plants derived from primary cultures of
seed explants provide an alternative means for in vitro preservation. Because of this,
we have developed a protocol for cryopreservation of shoot tips through vitrification,



by studying the effect of pre-treatment of donor-plants with abscisic acid and of
different substances in the post-thaw regeneration medium (Gagliardi et al., 2003).

Genetic stability

In vitro multiplication and storage may lead to somaclonal variation, which is
considered as a serious drawback in conservation programs. Thus, the risks of
genetic alterations induced by the processes of tissue culture and the importance of
assessing the genetic stability of the biological material before, during and after
storage must be considered in the context of conservation.

Randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) fingerprinting has proven to be
a very suitable method for detecting molecular alterations in plants regenerated and
stored in vitro by different processes. In our work, five arbitrary 10-mer primers were
chosen out of ten primers previously used to establish phylogenetic relationships in
Arachis and Stylosanthes, allowing discrimination between different species. No
polymorphism in the fragments amplified from the clonal material originated from both
micropropagated and cryopreserved material was detected (Gagliardi et al., 2003;
2004).

From this perspective, the recovered shoots evaluated in this work seem to be
genetically stable at the genomic regions tested, indicating that the in vitro processes
studied can be used for in vitro preservation of Arachis germplasm. Nevertheless,
considering that the absence of in vitro-induced polymorphism does not exclude the
possibility that chromosomal alterations occurred in the regenerated plants, additional
analysis by cytogenetics, AFLP (Amplified Fragments Length Polymorphism) and
SSR (Simple Sequence Repeats) is currently being undertaken in order to further
evaluate the genetic fidelity of the material.
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QUE NAO SABIAMOS SOBRE ARACHIS E O QUE AINDA CONTINUAMOS SEM
COMPREENDER: NOVAS METAS DE PESQUISA.

Valls, J. F. M.
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Ao longo do IV Encontro Latino-americano de Especialistas em Arachis, as
varias palestras, mesas-redondas e painéis cobriram aspectos historicos da
pesquisa do género, a evolugdo e domesticagcdo de suas espécies na América do
Sul, a variabilidade apresentada pelo amendoim em areas indigenas, taxonomia das
espécies silvestres, citogenética, fitogeografia (neste tema incluindo dados derivados
da utilizagdo dos modernos Sistemas de Informacdo Geografica), aspectos
fitopatoldgicos e de contaminagdo por toxinas importantes para o melhoramento
genético do amendoim, a busca de genes de resisténcia e sequéncias analogas em
espécies silvestres, mapas genéticos, caracterizacdo dos genomas dos distintos
grupos de espécies, trabalhos de pré-melhoramento em andamento, abrangéncia da
caracterizagao molecular, desenvolvimento de protocolos de conservagao in vitro e
pela criopreservagao, diagnosticos da adocado nacional, regional e mundial de
cultivares forrageiras de Arachis e oportunidades de treinamento informal e formal,
em servigo e académico, em aspectos variados dos recursos genéticos de Arachis.

No entanto, as interessantes discussbes de cada item deixaram questbes
pendentes, algumas das quais certamente suportardo a continuidade das distintas
linhas de pesquisa e, talvez, venham a gerar novas linhas, especialmente aquelas
voltadas a interagdo dos conhecimentos multidisciplinares, cujo potencial mostrou-se
evidente pela oportunidade da reunido de tantos atores fundamentais da pesquisa do
género em mais um momento de crescimento integrado. Comentam-se, a seguir,
algumas das questdes mais pertinentes:

Sera que ja colhemos todas as espécies? Quantas ainda faltam? Onde estao?

Apo6s mais de 50 anos de intensa coleta sob responsabilidade de varios dos
participantes do evento, tanto para herbario, como para bancos de germoplasma,
nos cinco paises da América do Sul que tem espécies nativas de Arachis, surge esta
inquietacdo: O material coletado, mesmo que eventualmente sem germoplasma,
representa adequadamente a diversidade do género na natureza? Estdo por surgir
novas espécies, além daquelas ja conhecidas, mesmo que ainda ndo descritas?

A analise da cronologia e velocidade de encontro de novas espécies, baseada
na data de coleta do primeiro exemplar representativo de cada uma delas (Ver
Krapovickas & Gregory, 1994 - Historia de las colecciones), mostra uma curva com
dois nitidos patamares e um segmento quase continuo, fortemente ascendente
(Fig.1) A curva reflete o acumulo de novas espécies encontradas na natureza,
considerando intervalos de dez anos, que iniciam na década de 1810 a 1819. Os
dados sdo acumulados a partir da primeira coleta de uma espécie silvestre (Arachis
prostrata) por Johann E. Pohl, em 1819, nas proximidades da ent&o vila de Trahiras,
hoje Niquelandia, em Goias.

Apds o encontro de uma duzia de espécies distintas, ao longo das duas
décadas seguintes, segue-se um periodo de 60 anos de lento crescimento. Ao inicio
do século XX, a intensificacdo da exploragéo boténica do antigo Mato Grosso, do
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Paraguai e da Bolivia desencadeia uma fase ascendente, cuja intensidade é apenas
reduzida durante a Segunda Guerra Mundial, pela 6bvia retragdo dos recursos para
a realizacao de missdes de pesquisa botanica. Porém, ao final do conflito, a coleta
ressurge com intensidade na Argentina, Bolivia, Paraguai, Brasil e Uruguai.

A consciéncia da importancia dos recursos genéticos, novas iniciativas com
suporte internacional, a abertura de estradas para o interior do Brasil desencadeada
pela construgao de Brasilia e um pequeno aumento do numero de pesquisadores e
instituicdes envolvidos no esforgo conduzem esta fase em dire¢do ascendente até a
década de 1990 a 1999.

A definicdo de novas prioridades por area, a partir da analise de lacunas
geograficas (IBPGR, 1990) e o crescimento rapido do interesse por espécies de
Arachis com potencial forrageiro (Kerridge & Hardy, 1994) direcionam novas
expedicdes, nas quais, de tempos em tempos, sdo encontradas novas espécies,
mesmo em locais ja percorridos no passado, obviamente ndo com a maior fluidez de
deslocamento dos dias atuais, associada a maior facilidade de procura das espécies
nos ambientes hoje muito mais abertos, além das possibilidades de re-localizagao
precisa e até de projecao de sitios de ocorréncia com a tecnologia GPS, disponiveis
para os atuais coletores (Jarvis et al., 2003).

No entanto, este quadro foi drasticamente revertido, a partir da virada do século
XXI, quando a crescente preocupagdo com O controle e posse dos recursos
genéticos determinou o surgimento de barreiras legais para a coleta em alguns dos
paises, mais nitidamente no Brasil, ber¢o da maioria das espécies.

Figura 1. Cronologia e velocidade de encontro de novas espécies de Arachis,
baseada na data de coleta do primeiro exemplar representativo de cada uma delas
(Eixo vertical: Numero acumulado de espécies; eixo horizontal: Décadas)

A redugao das perspectivas de coleta, na década de 2000 a 2009, cria um
aparente patamar. Embora tal patamar possa induzir a conclusdo de saturacdo das
coletas, é preciso considerar que a década ainda se encontra em sua metade, e que
o cumprimento das metas de investigacdo de areas ndo cobertas no passado vem



sendo postergado, pela indefinicdo legal, que engessa a agao de coletores das
préprias instituicbes criadas pelos paises para resguardarem sua diversidade
biolégica. A reabertura, que seria de esperar, das ag¢des de coleta, ou até o
empreendimento de agbes de monitoramento a campo, mesmo que restritas a
observacgdes visuais e somente a documentagao fotografica, certamente mostrarao a
artificialidade do patamar surgido no século XXI.

Porém, mais preocupante que a deteccado da presenga de novas espécies nas
regides ainda ndo percorridas, a partir da implementagcdo das metas geograficas
tracadas em 1990, é a necessidade de resgate de seu germoplasma, assim como
daquele representativo de espécies ja conhecidas, uma vez que a destruicdo
ambiental pela agricultura mecanizada no centro geografico da ocorréncia do género
Arachis (Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Paraguai oriental e leste da Bolivia
avanca de forma avassaladora, devastando-se hectare apds hectare,
paradoxalmente a revelia das restricdes legais exacerbadas vigentes para a eventual
retirada de uns poucos individuos para herbario e de alguns propagulos para a
conservagcao efetiva ex situ das espécies de Arachis, por parte de especialistas
pertencentes aos quadros governamentais.

Cabe ressaltar, neste ponto, a urgéncia da educagdo de novos coletores, que
sejam capazes de continuar a exploragao cientifica do género Arachis, a medida que
aqueles mais bem treinados e com longos anos de experiéncia tém sua acéo de
coleta bloqueada por varios anos consecutivos, em que se aproximam,
paulatinamente, da conclusdo de suas carreiras profissionais.

As seccdes taxondmicas abrigam toda a variabilidade conhecida?

Embora seja indiscutivelmente correta a organizagao sistematica do género, de
acordo com as secgdes taxonOmicas consagradas na monografia (Krapovickas &
Gregory, 1994), dados mais recentes sobre algumas espécies vem indicando a
necessidade de revisdo da alocacdo de algumas espécies. A realizagdo de
cruzamentos continuara liderando as abordagens multidisciplinares com este
propdsito, mas as novas técnicas moleculares, em especial as adaptadas a pesquisa
citogenética, fundamentardo grandes avancgos.

Dados ainda inéditos da cruzabilidade de Arachis paraguariensis e de A. vallsii
com espécies de varias secgdes, no que tange a segunda associados a recentes
informagdes citogenéticas (Lavia, 1999) poderéao trazer surpresas sobre sua posi¢cao
mais logica na estrutura sistematica do género.

Por outro lado, parece oportuno questionar a circunscricdo da secgao Arachis,
a partir de um exercicio de exclusdo da espécie cultigena A. hypogaea e de A.
monticola, tetrapléides que agregam dois complementos cromossémicos bastante
distintos. Se usados os mesmos critérios para o estabelecimento das demais
secgdes, seria bastante I6gico atentar para o isolamento e esterilidade entre as
espécies dipldides com o par pequeno de cromossomos (par A) (Husted, 1933,
1936; Fernandez & Krapovickas, 1994) e aquelas dipldides, com 2n=20 que n&o o
apresentam. Nao fossem tais grupos agregados pela participagdo de representantes
de ambos na origem de A. hypogaea e A. monticola, talvez seriam bem aceitos como
duas seccdes distintas e de origem diferenciada.



E onde foram parar os outros dois cromossomos das espécies com 2n=18?

Este € um aspecto que desafia os pesquisadores do género. Tendo em vista a
precocidade das trés espécies da secgao Arachis com 2n=18 (Lavia, 1996, 1998,
1999; Penaloza & Valls, 1997), um carater de interesse potencial para o
melhoramento de A. hypogaea, seria muito importante inclui-las em estudos
citogenético-moleculares, que possam tragar a eventual translocagao de segmentos
cromossOmicos do que seriam, em realidade, dez e ndo apenas nove pares.

Qual é a origem e quais tém sido as maiores dificuldades para a deteccdo de
polimorfismo molecular em Arachis hypogaea?

Os resultados de trabalhos com FISH apresentados no evento por J.G. Seijo
apoiam, com muita forga, a proposta da origem do amendoim cultivado a partir de
um cruzamento eventual inicial entre Arachis duranesis e A. ipaénsis (Seijo et al.,
2004) e sao respaldados pelos resultados de cruzamento e duplicacdo de
cromossomos com colchicina e cruzamentos férteis (Favero, 2004) do anfidipldide
construido a partir dessas duas espécies versus distintas variedades de A.
hypogaea, reportados por A.P. Favero. Todavia, a analise molecular de acessos de
amendoim do Parque Indigena do Xingu e seus arredores, descrita por F.O. Freitas,
situa dois tipos discrepantes, cada um representado por varios acessos,
completamente fora do ramo do dendrograma que aloja as variedades ja descritas
de A. hypogaea. Tera, entdo, o material do Xingu a mesma origem, com maior
divergéncia subsequente, ou sera, esse material, resultante de um processo
evolutivo paralelo (Freitas & Valls, 2001), talvez baseado em espécies distintas?

Novamente, acredita-se que a intensificacdo de estudos moleculares, com os
marcadores cada vez mais discriminantes, hoje capazes de detectar diversidade
genética ao inicio ndo aparente em trabalhos de caracterizagdao molecular, podera
confirmar a origem monofilética de A. hypogaea, unicamente a partir do cruzamento
A. duranensis x A. ipaénsis, ou descarta-la, consagrando a origem polifilética e
obrigando a busca de um novo par de progenitores para parte dos tipos conhecidos
de amendoim.

De qualquer modo, seja o amendoim derivado de um unico evento de
cruzamento, duplicacédo e selecido, ou de mais de uma situacao deste tipo, ¢é dificil
acreditar que tal evento (ou eventos) (Simpson et al., 2001) tenha ocorrido ao azar e
apenas sido percebido pelo homem apds a restauracédo da fertilidade de rarissimos
individuos, no nivel tetrapldide. Seja o amendoim monofilético ou polifilético, seu
surgimento e selegdo como nova opg¢ao para uso humano deve ter ocorrido em
locais de cultivo dos progenitores dipldides, posteriormente negligenciados, diante do
impacto positivo da nova alternativa surgida.

Neste ponto, também parece interessante refletir sobre as causas da
dificuldade inicial de deteccdo de variabilidade genética em A. hypogaea, que ao
menos fosse compativel com suas subespécies e variedades formais. Além da
menor capacidade de discriminagdo dos primeiros marcadores utilizados, € oportuno
lembrar que as cultivares modernas, liberadas por instituicbes de pesquisa, mostram
alto grau de parentesco (Knauft & Gorbet, 1989; Isleib et al. 2001) e em geral s&o
classificadas primordialmente conforme os tipos “Spanish”, “Valencia” ou “Virginia”.
Tais cultivares tem sido utilizadas, as vezes impropriamente, como representantes
de variedades botanicas, em analises de diversidade genética. No entanto, € comum



que derivem de germoplasma de mais de uma variedade ou subespécie (Isleib et al.
2001; Moretzsohn, 2004), o que compromete a representatividade taxondémica
pretendida.

Que fazer paratornar-se um especialista em Arachis, com treinamento formal?

Com tantos problemas a resolver, tantos achados cientificos fascinantes e tanta
pressao antropica sobre as populagdes de Arachis remanescentes na natureza,
considera-se muito importante o crescimento da massa critica, com reforgco das
equipes de especialistas, nos cinco paises com espécies de Arachis em sua flora.
Os resultados da integracdo da pesquisa do género ao processo formativo,
apresentados por C.R. Lopes, evidenciam que ha boas oportunidades para
realizagcao de pesquisa de boa qualidade e obtencdo de treinamento adequado na
pos-graduacgao formal de alguns dos cinco paises com espécies nativas de Arachis.
Também ¢ interessante destacar que varios mestres e doutores oriundos dos cursos
citados continuam atuando na pesquisa do género, alguns em posi¢cdes funcionais
estaveis e, inclusive, propondo (e tendo aprovados por érgéos financiadores) seus
préprios projetos.

No entanto, ainda nao tem sido explorada uma oportunidade muito
interessante, fornecida pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico/CNPg, as chamadas Bolsas PEC/PG, oferecidas a pesquisadores
estrangeiros para treinamento pés-graduado no Brasil. Candidatos a tais bolsas dos
paises que compartilham, com o Brasil, espécies de Arachis, poderiam ser
agregados de imediato aos cursos de poés-graduacdo da UNESP, Campus de
Botucatu, SP, UERJ, Rio de Janeiro, RJ, UFSC, Florianépolis, SC e UCB e UnB,
Brasilia, DF, contribuindo para ampliar e difundir o conhecimento, adquirido em
conjunto, pelos cinco paises que detém a diversidade do género.

Diante desta disponibilidade de variabilidade local em um género de alto
interesse agricola, é de esperar que a comunidade cientifica regional, com esforgos
organizados e colaborativos, possa contribuir para a demonstragcdo de seu valor
intrinseco e para o aproveitamento racional e sustentavel dos recursos genéticos de
espécies de Arachis. A tomada de decisdes harmébnicas sobre seu estudo
colaborativo e eventual compartihamento, que garantam a manutengdao desta
riqueza regional para o futuro, seria muito estimulada pela maior integragcdo no
treinamento dos atores do futuro.
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APRESENTACAO DA MESA REDONDA: NOVAS PRIORIDADES PARA A
COLETA DE GERMOPLASMA DO GENERO ARACHIS

Veiga, R. F. A.

Av. Bardo de Itapura, 1481, Cx.P. 28, CEP 13001-970, Instituto Agronémico (IAC). Campinas, SP,
Brasil. E-mail: veiga@iac.sp.gov.br

A coleta de germoplasma € uma atividade basica, na area de recursos
genéticos, através da qual se viabilizam outras como: intercambio, quarentena,
sistematica, taxonomia, caracterizacdo (agrondmica — morfolégica — genética —
citolégica - histoquimica), conservagao ex situ: (in vitro - criopreservagao - camaras-
frias — a campo), educacdo ambiental agricola, valoragdo e de uso de recursos
fitogenéticos. O inverso também é verdadeiro, isto é, qualquer uma dessas demais
atividades pode servir de priorizagdao para uma nova coleta.

Ao se tratar de prioridades de coleta para o género Arachis, duas
especificidades podem ser distinguidas: 1. Monoespecifica: quando se trata de
coleta do amendoim comum (A. hypogaea L.), em que se procura plantas, com
potencial de resisténcia a doengas ou outras caracteristicas, de interesse aos
programas de melhoramento, espalhadas por todos os continentes; 2.
Multiespecifica: quando se trata de coleta de espécies silvestres, em que se busca
por espécies nativas (Arachis spp.) para conservagao e uso em pesquisas botanicas,
genéticas e agrondmicas (forragem e ornamental)), na América do Sul,
especialmente no Brasil (centro de origem e dispersao do género).

Da mesma forma, quando se trata de priorizar a localidade da expedicédo de
coleta, pode-se separar em dois itens: 1. Nas comunidades: quando se trata de A.
hypogaea, pode-se dizer que a coleta ocorre em lavouras, rogas, hortas e pomares
caseiros, mercados e feiras; localidades em que se busca por germoplasma do
amendoim comum, seus cultivares em desuso, ragas locais e espécies cultigens; 2.
Na natureza: para as espécies silvestres do género, como a busca no campo de
propriedades agricolas particulares, beira de estrada, em meio as areas de campos
experimentais de instituicdes de pesquisa e em areas de preservacao, etc.

Logicamente, para elaborar novas prioridades de coleta de germoplasma,
torna-se necessaria uma adequada planificagao anterior. Tal agado deve ser iniciada
através da elaboragdo de um projeto, principalmente para viabilizagdo dos recursos
necessarios na sua execucdo. Neste, define-se a base da coleta, isto é, a
coordenagao e a equipe, o trajeto da coleta, a viabilizagdo segundo a legislagao do
pais, a documentacdo necessaria para O acessO aos recursos geneticos e a
necessidade ou ndo de realizagdo da pré-coleta. O mesmo grupo, de coordenagao
da expedigao cientifica, define o meio de transporte e a época de coleta (dependente
do periodo da frutificagao e florescimento, bem como do ambiente e clima da regido).
Providencia o equipamento e material necessario, inclusive, faz o estudo das
exsicatas de herbario, para retorno ao local de coletas anteriores que estejam no
percurso da expedi¢cdo, ou até mesmo o auxilie na elaboragao deste. Na execucéao
da coleta, deve-se prever que ocorrera o preparo de exsicatas, de frutos e sementes,
bem como de Rhizobium, para maximizar os resultados cientificos da expedigéo.

Na organizagao de priorizagcado para a coleta deve-se levar em conta que uma
expedicdo ndo se encerra no dia final da viagem, pois, existe a pos-coleta, tao
trabalhosa quanto a prépria coleta em si, pois, ai se finalizam as cadernetas,



passando os dados para o computador. Continua, com o trabalho de preparo das
exsicatas, identificagdo taxondémica, prosseguindo com o preparo do germoplasma
para sua distribuicdo, conservacao, caracterizacdo e uso, bem como se realiza a
elaboracao de relatérios para a instituicado executora e instituigdes financiadoras.

Em priorizagcdo de expedi¢des, algumas perguntas devem ser respondidas
com antecedéncia: 1. No caso do amendoim comum: Os programas de
melhoramento estdo carentes de novos acessos regionais ou internacionais? O
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) necessita de mais acessos para ser realmente
ser representativo da espécie? Sao necessarias mais coletas para a conclusao de
estudos cientificos? A necessidade n&o pode ser suprida pelo germoplasma
conservado em outros BAGs nacionais ou internacionais? E necessario o resgate de
cultivares primitivas? E necessario o resgate de cultivares que se encontram no
mercado? Existem ragas locais por serem coletadas? A legislagcdo do pais permite
que se efetue a coleta? Em quanto tempo € possivel obter a autorizagdo? A regiédo
possui pessoal capacitado para efetivar a coleta?; 2. No caso de espécies silvestres:
existe germoplasma disponivel nos bancos de germoplasma? A espécie esta em
risco de extingdo, ou de erosado genética? A conservagao in vivo do germoplasma ex
situ é dificil? Existem estudos cientificos regionais que dependam do germoplasma
procurado? A espécie tem potencial de uso direto como ornametal, forrageiro, ou
mesmo para o melhoramento genético do amendoim comum? No caso de n&o se
conhecer a regidao da coleta, a mesma apresenta altitudes, acidentes geograficos,
vegetacdo, solo e clima com potencialidade de ocorréncia de novas espécies? A
regido possui equipe de especialistas auto-suficientes para a execugao da coleta? A
legislacdo do pais permite coletas ou somente prospecgado ou pré-coleta? Ha
recursos disponiveis para priorizar também estas acdes?

Muitos pesquisadores nacionais e estrangeiros, passaram pelo trabalhoso
sistema de priorizagao de coletas para o amendoim. Na histéria do género Arachis, a
primeira espécie descrita foi Arachis hypogaea L., em 1753. A partir dai, foi um longo
periodo de 88 anos, até que Bentham descrevesse as primeiras espécies silvestres
do género. Desde entdo, muita coisa mudou, o numero de espécies conhecidas se
alterou radicalmente depois de trés expedigdes cientificas de coleta de germoplasma
executadas na década de 30, onde se destacaram o brasileiro J.Ramos de Otero e o
americano W.A. Archer, duas na década de 40, com J.L. Stephens (USA) e
W.Hartley (Australia) e V.A. Rigoni e J.R. Baez (Argentina), cinco na década de 50,
trés na década de 60 e seis na década de 70, onde se destacaram A.Krapovickas e
R.Pietrarelli (Argentina) e W.Gregory (USA). Com o advento do Centro Nacional de
Recursos Genéticos (CENARGEN), hoje Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, sob o comando de J.F.M.Valls (Brasil) e o apoio dos coletores das
trés ultimas décadas, acrescida de novos especialistas como C. E. Simpson e D.
Williams (USA), E. Pizarro (Uruguai), V. R. Rao (india) e G. P. Da Silva (Brasil), entre
outros, o incremento foi visivel, sendo vinte e sete na década de 80 e mais vinte e
seis até 2004, (Krapovickas & Gregory, 1994 ; Valls, 2001), foram aproximadamente
70 coletores até o presente.

Todo este esfor¢co tem sido plenamente recompensado, pois, resultou em,
aproximadamente, 81 espécies, organizadas em 9 sec¢bes taxondmicas do género.
Concluiu-se que as espeécies silvestres se encontram restritas a América do Sul,
distribuidas pelos territérios da Argentina (6), Bolivia (15), Brasil (64), Paraguai (15) e
Uruguai (2). Assim, os ultimos 24 anos de intensivas expedi¢des cientificas de coleta
de germoplasma refizeram, e continuam alterando, o mapa de dispersdo das



espécies do género Arachis. Ao mesmo tempo, existe uma equipe de especialistas
que, integradamente num plano mundial, vem trazendo a tona novos conhecimentos
taxondmicos, morfolégicos, citogenéticos, histoquimicos, genéticos, agrondémicos,
entre outros, fornecendo inumeros novos subsidios para que neste evento se
elabore um texto atualizado de prioridades de coleta para o amendoim e suas
especies silvestres.

Numa mesa redonda como esta: “Novas prioridades para a coleta de
germoplasma”, a qual tenho a honra de moderar, esta presente a nata dos
especialistas em amendoim que € a principal responsavel pelo grande avango nos
conhecimentos cientificos e pelo alto numero de novos acessos disponibilizados
para a pesquisa cientifica mundial. Aqui estdo os idolos de uma nova geragédo de
especialistas no género Arachis, que cresce a cada dia, gracas a esses mesmos
abnegados especialistas mundiais, merecendo aqui uma mengao especial, nao
desmerecendo os demais: Os Engenheiros Agronomos Antonio Krapovickas e José
Francisco Montenegro Valls.



ESTRATEGIAS COMPLEMENTARES E INTEGRADAS DE CONSERVACAO DOS
RECURSOS GENETICOS DE ESPECIES DE ARACHIS.

Valois, A.C.C.

Embrapa Sede, e-mail: valois@sede.embrapa.br

Apontamentos

1- Necessidade do desenvolvimento de novos métodos para a conservagdo de
germoplasma de amendoim.

2- Necessidade da capacitacdo de pessoal sobre as novas tecnologias nao-
convencionais de conservagao de germoplasma de amendoim.

3- Necessidade de instruir o processo de propriedade intelectual sobre a cessao de
germoplasma e cultivares de amendoim, especialmente para empresas privadas.
Aproveitar as experiéncias existentes em alguns paises. Avangar nos estudos de
rastreabilidade.

4- Aproveitamento de eventos sobre recursos genéticos para apresentagdo de
trabalhos sobre conservagao de recursos genéticos, em sessdes especificas.

5- Desenvolver a conservagdo ON FARM de recursos genéticos.

6- Uso de mecanismos como reducao de ITR, para promover a conservagao "in situ"
de recursos genéticos ao nivel de areas de produtores.

7- Promover o fortalecimento do processo de informacédo e divulgagdo entre
instituicbes e pesquisadores e demais técnicos envolvidos em conservagado de
germoplasma de amendoim em nivel nacional e internacional.

8- Aproveitar as redes de informagdo ja existentes para o fortalecimento do
intercambio de conhecimentos e tecnologias entre os pesquisadores envolvidos na
conservagao de germoplasma de amendoim.

9- Promover os meios para o intercambio livre de germoplasma entre institui¢cdes e
pesquisadores localizados nos diversos paises que atuam na conservagao de
germoplasma de amendoim.

10- Promover a troca de informacbes entre paises quanto ao acesso ao
germoplasma e reparticdo justa e equitativa dos beneficios oriundos do uso dos
recursos genéticos e dos conhecimentos tradicionais associados.

11- Identificar e definir na regido locais em que possam ser conservadas duplicatas
de acessos de germoplasma de amendoim.

12- Desenvolver pesquisas quanto a estabilidade genética do germoplasma
conservado e detecgdo e mitigacdo do processo de erosdo genética em acessos
conservados.



13- Priorizar o desenvolvimento de colegbes nucleares de germoplasma de
amendoim.

14- Promover a conservacgao de cepas de "Rhizobium".

15- Levantamento no nivel nacional e internacional sobre a situacdo atual do
processo de conservagao e uso das coleg¢des de germoplasma de amendoim.

16- Buscar meios para o estabelecimento de testes de acesso de germoplasma de
amendoim em diferentes locais e paises em trabalhos de pré-melhoramento.

17- Desenvolver metodologia para a produgdo de sementes sintéticas de amendoim
e para condigdes de conservacgao.



DESENVOLVIMENTO E ADOCAO DE CULTIVARES DE AMENDOINS
FORRAGEIROS

Pizarro, E. A

Universidade Federal do Parana - Rua XV de Novembro, 1299 CEP: 80.060-000, Curitiba, PR.
Bolsista CAPES
E-mail: esteban@ufpr.br

Expositores: José Marques Pereira (Bahia — CEPLAC, Brasil); Claudio Karia
(EMBRAPA-Cerrados, Brasil); Judson Ferreira Valentim (EMBRAPA — ACRE, Brasil);
Naylor Pérez (Productor particular — Fazenda Alqueire - Rio Pardo - Rio Grande do
Sul, Brasil) y Gaston Sauma (SEFO — SAM, Bolivia).

El Cuadro 1, resume la produccion y venta de material sexual y vegetativo, de
Arachis pintoi en América.

Cuadro 1. Venta de semilla sexual y asexuada de Arachis pintoi

Material Semilla
Institucion | Responsable | Region/Pais Cultivar |BRA No.|vegetativo
Toneladas
toneladas
EMBRAPA |Judson Ferreira| Rio Branco
ACRE Valentim Acre — Brasil | Seimonte | 031828 200 )
CEPLAC | José Marques | Itabuna, Bahia
CEPEC Pereira Brasil Belmonte | 031828 | 23 )
Fazenda Rio Pardo :
Alqueire Naylor B. Perezl oo™ 5o Alqueire | 037036 170 -
SEFO - SAM| Gaston Sauma COC;;R/?:ba 3 cultivares o - 125
393 125

*k*k

cv. Amarillo, cv. Porvenir y un material no liberado oficialmente que es (CIAT 22160/BRA-031143,

que fue el seleccionado en el Cerrado brasilefio por tolerancia a stress hidrico). A éste ultimo,
localmente le llaman cultivar “Salvador”

Los comentarios mas relevantes para cada uno de los conferencistas son los

siguientes:

José Marques Pereira
Desde que fue liberado A. pintoi como cultivar Belmonte por CEPLAC en

1999, se han distribuido mas de 23 toneladas de mudas entre 2000 productores
rurales y la demanda es creciente.

Se ha dado respuesta a 3100 consultas recibidas por correo y hubo un momento de
que hasta 1000 llamadas diarias fueron recibidas en la central de CEPLAC en
ltabuna, Bahia.

Una de las areas bajo pastoreo con A. pintoi cultivar Belmonte, lleva 13 afos de
pastoreo continuo, comprobando asi su persistencia.



Cladio Karia

En el centro de EMBRAPA — Cerrados se esta evaluando una coleccion de
materiales de
A. pintoi pre-seleccionados en condiciones de suelos de baja fertilidad y alta acidez.
Al mismo tiempo se estan llevando a cabo experimentos para estimar el efecto del
sombreamiento en la produccion y persistencia de esta leguminosa. Los resultados
preliminares presentados hasta el momento muestran que, aun con 70% de
sombreamiento, la leguminosa A. pintoi persiste y mantiene el suelo cubierto.

Judson Ferreira Valentim

El impacto, difusion y adopcion de A. pintoi en la region de Acre ha sido
significativa. Al momento se estima que cerca de 1000 productores tengan
sembradas 65.000 hectareas de A. pintoi cultivar Belmonte, asociado con varias
especies y géneros de gramineas tropicales en la region.

Se han distribuido mas de 200 toneladas de material vegetativo entre los afios
de 1999 a mayo del 2004.

Experimentos en escala comercial han mostrado un incremento en la
produccion de leche que varia entre 3 a 6 kilogramos de leche por dia y por vaca,
una vez que la leguminosa es incorporada en la dieta de vacas lecheras.

A pesar de la critica a la siembra de material vegetativo, el conferencista
manifestd varias veces que no es barrera para su adopcion y que los costos son
significativamente mas bajos que cuando comparados con la siembra por semilla.
Los costos estimados son de 300 Reales (aproximadamente U$S 100 ddlares
americanos por hectarea).

Naylor Pérez

El A. pintoi cultivar Alquiere se encuentra distribuido en 7 estados brasilefios y
en 54 municipios del estado de Rio Grande do Sul.
Se han distribuido mas de 170 toneladas de material vegetativo y los resultados a
nivel de establecimiento rural muestran una produccion de 500 kilogramos de carne
por hectarea y una ganancia diaria de hasta un kilogramo por animal por dia. Valores
semejantes a los obtenidos a nivel de confinamiento.

Gaston Sauma

La labor e impacto social que SEFO desarrolla es digno de destacar.
Agricultores que pocos anos atras eran marginados hoy dia tienen una renta anual
de 1000 dolares por familia, ocupando al momento mil familias bolivianas, que
suman mas de 5000 campesinos. Sumado a ello, ha desarrollado una industria de
produccion de semillas de plantas forrajeras a nivel artesanal con excelente control
de calidad, que es ejemplo en toda América.

SEFO ha exportado desde sus inicios un total de 450 toneladas de semillas de
plantas forrajeras. Dentro de ese total, 125 toneladas, es decir el 30 %, corresponde
a la venta exclusiva de A. pintoi, especialmente el cultivar Amarillo.

Datos regionales muestran su adaptacién hasta 3000 metros sobre el nivel del
mar.

Si consideramos los valores recomendados por la empresa SEFO, la cual
sugiere una densidad de siembra de 10 kilogramos por hectarea, podriamos
considerar que existirian sembradas 12500 hectareas de A. pintoi. Para el caso de



material vegetativo, la recomendacion es de 200 kilogramos de mudas por cada
hectarea, dando asi un area sembrada de aproximadamente 2000 hectareas, dando
un total de 14500 hectareas de A. pintoi sembradas para multiplicacion, siembra
asociada y/o cultivo puro.

Esteban A. Pizarro

Los resultados presentados en este IV Encuentro Latinoamericano de
especialistas en Arachis, muestran el impacto social, econémico y de desarrollo que
pueden aportar las especies del género Arachis en la dieta humana y en los
sistemas de produccién animal.

Sin lugar a dudas, este es el inicio de un nuevo capitulo de la historia del
género Arachis en nuestra América. Es oportuno, trasmitir a los lectores de estas
memorias las conclusiones del filésofo e historiador inglés Arnold Toynbee, una vez
analizadas las causas del fracaso en 21 de las civilizaciones estudiadas. En primer
lugar, la concentracion del poder en pocas manos y luego la incapacidad de
promover las mudanzas necesarias en el tiempo adecuado. Estas dos basicas
conclusiones se aplican a nuestro caso.

Debemos aprovechar esta ola de conquista, éxito, crecimiento, consolidacién
y logros que esta nueva generacion con excelente nivel académico, dedicacion y
fundamentalmente compromiso nos mostré durante el correr de esta semana;
inolvidable para mucho de los asistentes.

Nos da la oportunidad de actuar con perspectiva, tenemos a mano nuevos
métodos, tecnologias y conocimiento. No debemos cometer errores ya perpetrados
por generaciones anteriores y no caer nuevamente en la trampa de decir:

No tenemos recursos,

No podemos contratar gente para los nuevos desafios,

No tenemos suficiente informacion o lo que seria peor, decir No es el
momento.

Debemos si preguntarnos porque nuestros NO fueron un TREMENDO SI,
para esta juventud. Este IV encuentro latinoamericano, nos permitié ver in vivo y en
directo, lo que han construido estos jovenes emprendedores.

No demos la espalda a esta inspirada y entusiasta generacion. Sigamos
aportando germoplasma y apoyemos esta oportunidad, para que esta nueva
generacion de plantas forrajeras llegue a nuestro principal cliente: El productor rural.
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INTRODUCAO

A ferrugem causada pelo fungo Puccinia arachidis Speg. € uma importante
doenga foliar, que atinge as lavouras do amendoim cultivado, Arachis hypogaea L..
O controle da ferrugem, bem como de outras doengas foliares, com a aplicagao de
fungicidas, apesar de ser eficiente torna-se muito caro e inviavel economicamente
aos pequenos produtores (Moraes, 1985). A rotacdo de culturas ou o uso de
variedades resistentes a essas doencas propiciaria melhor rendimento na produgao
e a custos mais baixos (Moraes, 1979). A espécie A. stenosperma mostra uma
distribuicdo disjunta entre o Planalto Central do Brasil e o Litoral Atlantico, resultante
de migracao antropica, e apresenta fortes indicios de ter sofrido um processo de
selecao etnobotanica positivo, resultando na concentragao de individuos resistentes
as manchas foliares nas populagdes litoraneas.

MATERIAL E METODOS

O bioensaio para P. arachidis foi realizado no Laboratério de Patologia de
Sementes/Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), Brasilia — DF.
Foram utilizados 42 acessos de A.stenosperma (tabela1), provenientes do Banco de
Germoplasma de Arachis do Cenargen, que foram cultivados em casa de vegetagao.
A coleta e acondicionamento das folhas destacadas de amendoim seguiu a
metodologia desenvolvida por (Moraes, 1982). O delineamento do experimento foi
em blocos casualizados com 4 repeticbes, mantidos numa camara adaptada,
contendo 4 lampadas fluorescentes de 20 W, colocadas a 40 cm acima das placas,
com fotoperiodo de 10 horas no claro e 14 horas no escuro e temperatura variavel
entre 25 — 27°C. As folhas utilizadas no experimento foram coletadas de plantas
cultivadas em vasos em casa de vegetacgao, selecionando-se folhas sadias, jovens,
porém completamente expandidas. As folhas foram acondicionadas em placas de
Petri, contendo uma fina camada de algodao e um papel de filtro umedecido com
agua destilada. Sob cada folha, foi colocada uma lamina de vidro, para evitar que a
mesma ficasse em contato direto com o papel de filtro. A extremidade de cada
peciolo foi envolvida com algodao umedecido. O indculo de P. arachidis, foi obtido
junto ao Instituto Agrondmico de Campinas — IAC. O isolamento do fungo foi feito
através da raspagem das lesdes. Os inoculos foram padronizados através da
contagem de esporos contidos, na camara de Neubauer. A diluigdo da solugao foi
feita com Tween 20 a 0.5% para alcangar a concentracdo de 50.000 esporos/ml. A
inoculagdo do patégeno nas folhas foi realizada por pincelamento. Apds a
inoculagao, as placas foram fechadas, recebendo um plastico transparente sob a
tampa durante 48 horas, a fim de manter uma alta umidade relativa em seu interior.
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A avaliagao foi feita no 28° e no 40° dia apds a inoculagao, calculando-se a
area foliar em mm? e o numero médio de lesdes nos foliolos. O material analisado foi
classificado em trés grupos, segundo as caracteristicas das lesdes: grupo 1- sem
lesbes; grupo 2- com lesbes sem esporulagao (reagédo de hipersensibilidade); grupo
3- com lesdes e esporulagdo. A analise dos dados foi feita pelo programa SAS, onde
se obteve a analise de variancia e a comparagao de médias através do Teste de
Tukey a 5% de probabilidade.



Tabela 1 — Acessos de Arachis stenosperma submetidos ao teste de resisténcia a
Puccinia arachidis.

Acesso BRA Regido Grupo
HLK 408 013366 L 2
Lm 1 035998 L 1
Lm2 036005 L 2
Lm 3 036005 L 2
Lm 5 036013 L 2
Lm 6 036625 L 2
Lm?7 036633 L 2
V 7377 016055 L 2
V 7382 016071 L 2
V 10229 023001 L 1
V 13258 016128 L 2
V 13262 030856 L 2
V 14453 035998 L 3
V 14454 037486 L 2
V 14455 037486 L 2
V 14457 037494 L 2
Jt2 020052 CO 2
Sv 2411 033367 CO 3
Sv 3042 034118 CO 2
Sv 3712 035254 CO 3
V 7762 018091 CO 2
V 7805-AR 032476 CO 2
V 9010 020176 CO 2
V 9017 020389 CO 2
V 10309 024830 CO 2
V 12488 030651 CO 2
V 12575 030767 CO 2
V 12646 030805 CO 2
V 13670 018104 CO 1
V 13672 033596 CO 2
V 13693 033642 CO 2
V 13796 033898 CO 2
V 13824 033936 CO 3
V 13828 033944 CO 3
V 13832 033961 CO 2
V 13844 033987 CO 3
V 14090 035246 CO 2
V 14091 035254 CO 3
V 14092 036056 CO 2
V 14095 035530 CO 2
W 421 033511 CO 2
W 422 033529 CO 3

Regiao: L= Litoral Atlantico e CO= Centro-Oeste



RESULTADOS

Todas as repeticobes do acesso Jt2 foram desconsideradas, pelo
apodrecimento de suas folhas. Na analise de variancia, o teste F indicou diferencas
significativas ao nivel de 5% de probabilidade entre os gendtipos estudados. Os
acessos Lm1 e V10229 do litoral e V13670, do Centro-Oeste foram classificados no
grupo 1, por ndo apresentarem nenhum tipo de lesédo foliar nas duas analises
realizadas. Oito acessos Sv2411, Sv3712, V13824, V13828, V14091 e W422 do
Centro-Oeste e V14453 do litoral mostraram lesdes, sendo que algumas delas
esporulavam, sendo classificadas no grupo 3. Os demais acessos apenas
apresentaram numero variavel de lesdes sem esporulagdo, sendo classificadas no
grupo 2. O controle usado no experimento foi A. hypogaea cultivar Tatu, que teve um
comportamento atipico, ndo apresentando a susceptibilidade esperado. Isso pode ter
acontecido devido a residuos de tratamento com fungicida ao qual a planta foi
submetida na casa de vegetagcdo onde estava alocada. As demais plantas nao
receberam pulverizagbes com fungicidas e mostraram reagbes de um a outro
extremo. O bioensaio estda sendo repetido, para que se possa fazer nova
comparagao com padréao tradicional A. hypogaea.

CONCLUSOES

Nas condicbes deste experimento foi constatado que, aparentemente, os
acessos do Litoral Atlantico, apresentaram maior resisténcia a P. arachidis, e que os
acessos da regido Centro-Oeste foram os mais susceptiveis a ferrugem. Sugere-se
que novas analises sejam realizadas para que seu real potencial seja verificado.
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O género Arachis possui uma grande variedade de espécies, entre elas o
Arachis hypogaea (amendoim cultivado) que possui estreita base genética e genoma
muito grande, cerca de 1,74 x 10° pb, o que torna dificil a identificacdo e o
mapeamento direto de genes de interesse. Nesta espécie também tém sido
encontradas poucas fontes de resisténcia a doengas, em contraste com algumas
espécies silvestres de Arachis, onde altos niveis de resisténcia tém sido descritos
(Company et al.,, 1982). Em consequéncia, a utilizagdo de parentes silvestres do
amendoim cultivado na construgdo de um mapa genético se apresenta como
importante ferramenta no isolamento de genes de resisténcia e sua analise genética.

Uma outra planta da familia das leguminosas, Lotus japonicus, possui um
genoma bem menor, de aproximadamente 500 Mb, um mapa genético de alta
resolugcao ja disponivel e os projetos de sequenciamento de EST’'s (Expressed
Sequenced Tags) e do genoma estrutural quase completos (Sato et al., 2001). Visto
que genomas de espécies diferentes podem ter regides conservadas, € que 0O
género Lotus ja tem boa parte do seu genoma sequenciado, parece possivel fazer
uma comparagao entre genes em Lotus e Arachis. A comparagao entre estes dois
géneros e a anadlise da ordem dos genes nos cromossomos possibilitara a
identificacdo de regides correlatas entre os dois genomas (sintenia), ou seja, o
mapeamento comparativo. Neste processo de comparagdo serao identificados
marcadores moleculares comuns aos diversos genomas chamados marcadores-
ancora.

O objetivo do presente trabalho é utilizar primers produzidos para genes de
copia unica em Lotus em acessos selvagens de Arachis, visando identificar
polimorfismos entre as espécies de amendoim utilizadas na construcdo do mapa
genético. Isto propiciara: (a) a saturagdo do mapa de Arachis e (b) a avaliagado da
sintenia entre os genomas de Arachis e Lotus japonicus.

MATERIAIS E METODOS

Populacdo de mapeamento

A populagdo F2 foi obtida através de autofecundagdo da planta hibrida
resultante do cruzamento entre A. duranensis acesso K7988 e A. stenosperma
acesso V10309. Estes dois parentais foram escolhidos por apresentarem contraste
quanto a resisténcia a fungos foliares e nematoéides das galhas. Cem plantas foram
escolhidas e tiveram seus DNAs extraidos através do método CTAB.
Desenvolvimento dos primers

Para o desenho dos primers, foi utilizado um programa computacional que:
Seleciona sequéncias de cdpia unica em Arabidopsis thaliana e compara com ESTs



de Lotus japonicus e Arachis stenosperma (Proite et al., 2002). As sequéncias sao
alinhadas e motivos sdo buscados. Primers com temperaturas compativeis sao
desenhados e testados em DNA de L. japonicus, A. stenosperma e A. duranensis.
Os primers, que foram produzidos para Lotus japonicus, foram inicialmente testados
em Arachis em trabalhos anteriores.
Andlise dos primers na populacédo F2

Os primers que apresentaram polimorfismo (amplificagdo de fragmentos de
tamanhos diferentes) nos parentais foram, entédo, utilizados neste trabalho para a
analise da populagdo segregante. Foram testados nove pares de primers que
amplificaram fragmentos distintos em cada um dos parentais.

RESULTADOS E CONCLUSQES

Os produtos resultantes foram observados em gel de agarose a 0,8%, corado
com Brometo de etideo. Para cada par de primers foram feitas trés repeticoes
contendo todas as plantas F2s. Para cada reagdo (com um primer diferente)
observou-se 0 numero de amostras que apresentaram bandas iguais as da planta
K7988, as da planta V10309, assim como as da planta hibrida (Tabela 1). Para a
maioria dos primers foi observada a presenca ou auséncia de bandas na proporgao
3:1.

Tabela 1- Resultados obtidos nas reacbées de PCR com a populagao
segregante de Arachis stenosperma V10309 (S4) e A duranensis K7988 (D7)

Primer Temperatura Tamanho Resultado Gene original
de ligacdo | do Fragmento
Leg 2K Sk S4I::)ge2rrfzb§:da 27; :lia”r;:) Protochlorophyllide
Leg 31 50°C s ggg gg 41 322[)5734 GAPDH
Leg 34K 55°C SAILD:?é;r?r’losar:\t(;a gg rfiérg Asparigine
Leg 36 K 55°C Séllj:?é;r:wssa?\tc)la ;2 iié:]) Sorbitol
ogaov | sve  |Sibm | Spam e
Leg 44 K 62°C 3275;:11;;1261 291) ?:; C001227 histidinol

Dos nove primers testados, cinco foram totalmente avaliados na populagcao
F2. Os outros quatro primers eram altamente redundantes, nao sendo possivel obter
produtos de tamanho esperado em Arachis. Este trabalho demonstra a possibilidade
de se obterem marcadores moleculares do tipo ancora para o mapeamento



comparativo entre Lotus e Arachis. O desenvolvimento de novos primers-ancora (ja
feito pelo grupo da Universidade de Aarhus), assim como sua utilizagdo como
marcadores moleculares no mapa ora em construgdo, colocara Arachis em um
sistema unico de leguminosas, tornando mais viavel o isolamento de genes tomando
como base, homodlogos presentes em outras espécies com o genoma melhor
caracterizado.
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INTRODUCAO

Parentes silvestres de plantas cultivadas sdo uma fonte em potencial de
resisténcia a fatores bidticos (pragas e patdgenos) e abioticos (stress hidrico, toxidez
do solo). A EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia possui o maior banco de
germoplasma de amendoim silvestre do mundo, o qual pode ser explorado
principalmente visando o melhoramento do amendoim cultivado Arachis hypogaea
para resisténcia a fungos foliares e ao nematoide das galhas (Simpson , 2001).
Varias espécies de Arachis spp. foram testadas, sendo que dois acessos
contrastantes foram encontrados (A stenosperma e A duranensis), sendo o primeiro
resistente aos nematoides das galhas Meloidogyne arenaria raga 2 e Meloidogyne
javanica (Leal-Bertioli et al., 2000) e aos fungos de mancha foliar Cercospora
arachidicola e Cercosporidium personatum (Proite et al., 2002). Uma populacao
segregante, derivada da planta hibrida (A stenosperma x A duranensis) foi produzida
(Costa et al., 2002) e marcadores moleculares de diferentes tipos (SSR, AFLP,
RGAs, RAPD) estdo sendo desenvolvidos visando a constru¢cdo de um mapa
genético para a espécie resistente.

O grande avango na area de marcadores moleculares baseados em PCR
ocorreu em 1990, com a idéia de se utilizar “primers” mais curtos e de sequéncia
arbitraria (RAPD) para dirigir a reagdo de amplificagcdo, eliminado-se assim a
necessidade do conhecimento prévio de sequéncia (Williams et al.,, 1990). A
utilizacdo de primers randémicos (RAPD) na amplificacdo de regides de sequéncia
previamente desconhecidas tem possibilitado a identificacido de polimorfismos entre
organismos proximos e o desenvolvimento de mapas genéticos de alta cobertura
gendmica e a localizagao de genes de interesse econémico (Williams et al., 1993).

OBJETIVOS:

Selecionar primers aleatérios (do tipo RAPD); avaliar polimorfismo entre os
parentais da populagdo de mapeamento; utilizar estes primers na populagcéo de
mapeamento. Este procedimento objetiva aumentar o numero de marcadores no
mapa geneético em construgcdo, a partir de uma populagédo de A. stenosperma V
10309 x A. duranensis K 7988.

MATERIAIS E METODOS:

Foram feitas reacdes de PCR utilizando-se DNAs extraidos através do método
do CTAB (Wang et al., 1993 ) e primers de sequéncia aleatoria (OPERON). Foram
testados 240 primers , observando-se seu polimorfismo entre os parentais e planta
hibrida:

- A. stenosperma V 10309 (S4);
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- A. duranensis K 7988 (D7);

- Hibrida (S4 x D7).

A reacao foi preparada em um volume final de 15 yl com os seguintes
reagentes: 1,2U de Taq polimerase da marca Pht em uma concentragdo de 5u/pl,
Tampao (10x), 0,8mM de MgCl,, 0,2mM de dNTPs, 1pmol/ul de Primer, DNA (2.5
ng), H.O Milli Q. Foram testados os seguintes primers da série “operon” : OPC, OPF,
OPL, OPM, OPN, OPO, OPP, OPQ, OPR, OPS, OPT e OPV. Todas as reagdes
foram feitas em duplicata para garantir que as bandas polimorficas ndo eram
resultado de artefatos. O resultado de PCR foi aplicado em gel de agarose a 1,5%
corado com brometo de etidio. A observagao foi feita em luz ultravioleta.

RESULTADOS:

Dos 240 primers testados 58 apresentaram-se polimorficos para os parentais
testados, como pode ser observado (Fig. 1), o que representa cerca de 25% dos
primers RAPD testados. Além disso, observou-se que os resultados encontrados
para a planta hibrida, foram condizentes condizem com o esperado. Dos 58 primers
polimoérficos, até a presente data, 11 foram totalmente analisados na F2.

4!1 D7S4H D7S4H D7S4H D7S4H D7S4H D7S4 H D7S4H D7S4H D7S4H D7S4H D7S4 H

-

st -388
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Fig. 1: Exemplo de gel de produtos de RAPD-PCR com os primers
OPL8, OPL12, OPL13, OPN5, OPL14, OPN11, OPN12, OPN13,
OPN17, OPN18, OPO5, OPQ8, utilizando DNA de A. stenosperma V
10309 (S4), A. duranensis K 7988 (D7) e planta hibrida (S4 x D7).

CONCLUSOES

Os primers polimorficos estdao sendo utilizados para fazer uma varredura na
populagao segregante F2. Esta populagao, por sua vez, esta sendo testada quanto a
susceptibilidade e resisténcia aos patdgenos testados para os parentais: os
nematodides das galhas Meloidogyne arenaria raga 2 e Meloidogyne javanica e os
fungos de mancha foliar Cercospora arachidicola e Cercosporidium personatum.
Desta forma, os primers aqui selecionados, uma vez testados em toda populacao F2,
serao utilizados para saturar o mapa genético de A stenosperma x A. duranensis,
baseado principalmente em microssatélites, que esta em construgao. Este mapa tem
como objetivo facilitar o melhoramento assistido por marcadores (MAS), para a
introgressao de resisténcias no amendoim cultivado a partir de parentes silvestres.
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Introducéo

As espécies do género Arachis sao nativas da América do Sul, ocorrem
naturalmente na Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai. Em sua maioria sado
dipléides com 2n=20 cromossomos, havendo ainda dipléides com 2n=18 e
tetraploides com 2n=40 cromossomos. Grande parte das espécies de Arachis ocorre,
naturalmente, no Brasil. Das 81 espécies conhecidas, 64 podem ser encontradas em
territério brasileiro, sendo que destas, 46 sdo exclusivas do pais, representando uma
grande fonte de diversidade genética. Quatro sec¢des sdo endémicas, fazendo com
que o pais seja a unica fonte de germoplasma dessas espécies. As secgdes
endémicas incluem espécies de grande potencial agricola e comercial, como A.
pintoi, A. repens, e A. villosulicarpa. A caracterizagdo citogenética de acessos de
germoplasma de Arachis tem-se mostrado ferramenta utii para um melhor
entendimento da variabilidade do género, além de dar suporte a programas de
melhoramento e de esclarecer identificagdes incorretas, onde a caracterizacao
morfoldgica, por si s6, ndo tem se mostrado suficiente para a confirmacdo desses
resultados.

Material e Métodos

O trabalho consistiu na analise citogenética de 63 acessos de germoplasma
de Arachis, incluindo 14 espécies das secg¢des Caulorrhizae, Heteranthae e Arachis,
mantidas em vasos na casa de vegetacdo da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia, DF. Para a determinacdo do numero cromossdmico
meristema radicular, as raizes foram coletadas e pré-tratadas em a-bromonaftaleno
por 2 2 horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, foram fixadas em solugao
Carnoy (etanol absoluto: acido acético glacial, 3:1, v/v) por 24 horas, a temperatura
ambiente. A hidrélise foi realizada em HCI 5N por 20 minutos, a temperatura
ambiente. As raizes foram entdo coradas em solucao Schiff e o tecido meristematico,
macerado em carmim aceético 2%. Alguns acessos foram analisados quanto ao
padrao de distribuicdo de bandas CMA/DAPI e quanto a distribuicao dos sitios de
rDNA 45S (pTA 71 de T. aestivum L.) e 5S (P. edulis Sims), com as sondas e . As
melhores células foram fotografadas em filme PB liford Pan F Plus ASA 50, ou
tiveram sua imagem capturada em microscopio Axiophot, da Carl Zeiss, através do
programa Kontron KS 300.

Resultados e Discussao
Seccéao Caulorrhizae

O sucesso do langcamento da primeira cultivar de A. pintoi para fins
forrageiros, na Australia, no inicio da década de 1990, fez com que diversos paises
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dos trépicos, principalmente da América Central e do Sul, importassem sementes e
lancassem suas proprias cultivares. Com isso, a identificacdo das populagdes
originais, que resultaram nessas cultivares, em muitos casos, tornou-se duvidosa. A
variabilidade observada entre os acessos de Arachis pintoi, quanto ao florescimento,
importantes para a produgcao de sementes e consequente manutengao da espécie a
campo quando consorciada com gramineas, e quanto a caracteres agrondmicos,
importantes para o aumento da producdo de carne e leite pelos animais mantidos
nesssas pastagens, torna importante o rastreamento dessas cultivares. Para os
acessos e cultivares de Arachis pintoi analisados observou-se apenas 2n=20
cromossomos, numero previamente determinado para outros dezesseis acessos da
espécie, nao tendo sido encontrado nenhum outro tripléide, conforme observado
para o acesso A. pintoi Ag2.

Seccéo Procumbentes

Acessos duas novas espécies da secgcao Procumbentes foram analisadas
quanto ao tipo de satélite. Tanto A hassleri Sv 3818, quanto A. pfluggae V 13589,
apresentam satélite do tipo 9.

Seccéo Erectoides

Arachis porphyricalyx V 7303 apresenta satélite do tipo 8. Este tipo de satélite
ainda nao havia sido observado em espécies desta sec¢cdo, mas aparece em A.
tuberosa, espécie da seccado Trierectoides, bastante relacionada a secgao
Erectoides. Também observou-se, para esta nova espécie, a formula cariotipica
14m + 4sm, que ja foi observada em um acesso de A. stenophylla, a espécie
considerada mais evoluida, sob o aspecto citogenético, na secgao Erectoides.

Seccéo Heteranthae

A seccio Heteranthae € composta por seis espécies, todas de ciclo bastante
curto e que, em sua maioria, produzem sementes em abundancia. Embora nao
tenha seu uso muito difundido, muitas dessas espécies apresentam um grande
potencial para uso forrageiro. Essas espécies apresentam os menores cromossomos
ja observados para as espécies do género, o que dificulta muito sua analise e
interpretacdo dos resultados. Trés espécies da secgao Heteranthae foram
estudadas. Tanto para A. seridoénsis V 10969, quanto para A. pussilla V 6677, foram
encontrados 2n=20 cromossomos e o satélite do tipo 10. Quatro acessos de A.
sylvestris apresentaram 2n=20. Para A. seridoéensis V 10969 foi possivel identificar
bandas CMA™ no par de cromossomos satelitado.

Seccéo Arachis

Os acessos de A. decora analisados apresentaram 2n=18, conforme relatos
para outros acessos (Pefialoza & Valls,1997). No entanto, uma planta do acesso V
9955, multiplicado em casa de vegetagado, apresentou 27 cromossomos. A causa
mais provavel para este tipo de ocorréncia € a provavel fecundacdo, de um dos
ovulos por um gameta nado reduzido, com n=20. Alguns fatores abidticos, atuantes
durante a fase reprodutiva da planta, podem provocar essa nao redugao gameética,
ocasionando tal anomalia. Ndo é a primeira vez que se observa esse fenbmeno em
Arachis. O padrao de distribuicdo das bandas DAPI observado para A. decora V
9955, A. palustris V 13023 e A. praecox V 14682 foi o mesmo, com bandas DAPI
centroméricas em todos os cromossomos. Entretanto, para A. decora W648, apenas



8 pares de cromossomos apresentaram bandas DAPI+, evidenciando ainda mais a
variagao ja observada para esta espécie.

Por muito tempo A. batizocoi foi a Unica espécie conhecida da secc¢ao Arachis,
sem o par de cromossomos A. Por isso, foi tida, por muitos anos, como doadora do
genoma B do amendoim. Porém, em coletas recentes, ampliou-se o numero de
espécies da seccao Arachis que nao apresentavam o par de cromossomos A. Em
estudos conduzidos por Kochert et al. (1991) e por Fernandez & Krapovickas (1994),
foi sugerido que os genitores do amendoim teriam sido A. ipaénsis (sem par “A”) e A.
duranensis (com o par “A”), descartando, assim, a antiga hipotese de que A.
batizocoi teria sido o doador do genoma B. Observou-se que A. batizocoi K 9484
apresenta apenas 9 pares dos 10 pares de cromossomos com bandas
pericentroméricas DAPI+. Entre as demais espécies ligadas ao genoma B encontra-
se A. magna. Os acessos desta espécie sdo morfologicamente semelhantes a A.
ipaénsis. Neste estudo foram analisados 7 acessos brasileiros de A. magna. Todos
apresentaram 2n=20 cromossomos e auséncia do par de cromossomos A. No
acesso V 13748, foi possivel identificar o cromossomo SAT do tipo 6. Este tipo de
cromossomo satelitado € comum em outros acessos de A. magna e também
aparece no unico acesso conhecido de A. ipaénsis (Fernandez & Krapovickas,
1994), o que fornece mais dados para hipétese de grande similaridade entre estas
duas espécies. Arachis gregoryi € uma das novas espécies do género. Apresenta
2n=20 cromossomos sem a presenga do par de cromossomos A (Penaloza & Valls,
1999). O acesso V14728 apresenta satélite do tipo 6 localizado no cromossomo 10,
como observado por Fernandez & Krapovickas (1994) em dois acessos de A.
magna. Os cromossomos 9 e 10 de A. gregory V 6389 sao submetacéntricos, sendo
que o cromossomo 10 apresenta satélite do tipo 6. Arachis glandulifera pode
apresentar de 5 a 6 pares de cromossomos subtelocentricos, o que caracteriza o
genoma D em Arachis. O acesso V 13738 apresentou bandas teloméricas DAPI+
nos cinco pares de cromossomos subtelocéntricos, comprovando as translocagoes
cromossOmicas. Observou-se, por coloragdo convencional, que um novo acesso de
germoplasma desta mesma espécie, V 14730, recentemente coletado no Brasil,
também apresenta cinco pares de cromossomos submetacéntricos.

O numero de sitios de rDNA 5S e 45S foi determinado para A. hypogaea
subsp. hypogaea var. hirsuta Mf 1538 e A. hypogaea subsp.fastigiata var. vulgaris
cv. Tatui. Para a cultivar Tatui observaram-se 2 sitios com forte marcagao para a
sonda de rDNA 58S e 2 sitios com marcagao menos intensa para a mesma sonda; 6
sitios fortemente marcados de rDNA 45S além de outros 4 com marcagdo muito
fraca para rDNA 45S. Para A. hypogaea subsp. hypogaea var. hirsuta Mf 1538,
observaram-se 4 sitios bem marcados para rDNA 58S, além de 6 sitios fortemente
marcados e 4 com marcagao muito débil, para rDNA45S.
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Introducéo

A espécie Arachis pintoi tem tido destaque no cenario agricola, principalmente
devido a sua adaptacao a diferentes ambientes, e oferta de forragem de excelente
qualidade. Mais de dez cultivares foram langcadas nos ultimos 13 anos. Essas,
apresentam na sua descricdo referéncias quanto ao tamanho dos foliolos e a
densidade de cerdas na planta (PAGANELLA & VALLS, 2001). Com o objetivo de
identificar caracteres morfoldgicos com potencial de uso como descritores varietais,
progénies F, de Arachis pintoi foram caracterizadas quanto ao numero de cerdas no
peciolo, foliolos basal e distal, comprimento e espessura do entrend, comprimento e
largura dos foliolos basal e distal.

Em dezembro de 2001 progénies F, de cruzamentos intra-especificos de A.
pintoi (Tabela 1) foram transplantadas para o campo experimental na Embrapa
Cerrados, em Planaltina, DF. Aos 78 dias apds o plantio, foi mensurada a espessura
do estolho e o comprimento do entrend, de trés estolhos por planta, entre o terceiro e
o quarto no, sentido apice do estolho/base. Na quarta folha, sentido apice do
estolho/base, foi mensurado o comprimento e a largura dos foliolos basal e apical da
metade interna da folha. Os estolhos foram herborizados e, com o auxilio de uma
lupa, contados o numero de cerdas.



Tabela 1. Caracterizagdo morfolégica dos pais envolvidos nos cruzamentos que
originaram as populacbes segregantes F, de Arachis pintoi avaliadas em campo
experimental, em Planaltina, DF. Caracteres: numero de cerdas no peciolo (NCP) e
nos foliolos basal (NCB) e distal (NCD), comprimento do foliolo basal (CFB) e distal
(CFD), largura do foliolo basal (LFB) e distal (LFD), comprimento do entrend (CE) e
espessura do entrend (EE).

Cruzamento: 13338 x 12787
Numero de plantas F, avaliadas: 56

Coletor’ NCP NCB NCD CE EE CFB CFD LFB LFD
V 13338 6,7 10,3 0 16 023 167 217 1,03 1,20
GKP 12787 66,3 44,3 10,3 1,7 026 148 1,82 1,12 1,35

Cruzamento: 13167 x 12787
Nuamero de plantas F, avaliadas: 76

Coletor NCP NCB NCD CE EE CFB CFD LFB LFD
V 13167 0 0 0 1,02 0,22 132 205 098 1,20
GKP 12787 66,3 4433 1033 1,76 026 1,48 1,82 112 1,35

Cruzamento: 13167 x 6791-wf
Numero de plantas F, avaliadas: 36

Coletor NCP NCB NCD CE EE CFB CFD LFB LFD
V 13167 0 0 0 1,02 022 132 205 098 1,20
V 6791-wf 3 2,33 267 129 024 347 360 160 20

"WV=J.F.M. Valls; G=W.C. Gregory; K = A. Krapovickas

Os dados experimentais foram submetidos a uma analise de variancia com o
objetivo de obter as estimativas dos componentes de variancia, herdabilidade e
ganho genético com selecdo para os caracteres acima mencionados. Para a
realizacdo das analises foi utilizado o programa de anadlise estatistica SAS (SAS
INSTITUTE INC., 1990). Foram adotadas pressdes de selegdo de 5% e 20% no
sentido de aumentar e diminuir cada carater avaliado.

A analise de variancia foi significativa para todos os caracteres, nas trés
progénies, exceto na F» 13167 x 6791-wf para o numero de cerdas no foliolo distal e
largura dos foliolos basal e distal. As estimativas das herdabilidades no sentido
amplo mostram valores acima de 0,80 para todos os caracteres nas trés F;
avaliadas, salvo aqueles em que a analise de variancia n&o foi significativa, onde as
estimativas foram menores (Tabela 2).



Tabela 2. Estimativas das herdabilidades no sentido amplo (h?%) dos caracteres
numero de cerdas no peciolo (NCP) e nos foliolos basal (NCB) e distal (NCD),
comprimento do foliolo basal (CFB) e distal (CFD), largura do foliolo basal (LFB) e
distal (LFD), comprimento do entrendé (CE) e espessura do entrené (EE), em
progénies F, dos cruzamentos intraespecificos de Arachis pintoi, 13338 x 12787 (1),
13167 x 12787 (2) e 13167 x 6791-wf (3).

Carater h?,
1 2 3

NCP 0,92 0,93 0,86
NCB 0,87 0,89 0,89
NCD 0,82 0,94 0,97
CE 0,95 0,95 0,89
EE 0,93 0,92 0,83
CFB 0,94 0,93 0,85
CFD 0,84 0,94 0,86
LFB 0,88 0,92 0,67
LFD 0,87 0,93 0,72

As médias das populagdes selecionadas da F, 13167 x 12787 mostra essa
progénie como fonte de genes para aumentar o numero de cerdas no peciolo e nos
foliolos basal e distal, a espessura do entren6 e o tamanho dos foliolos basal e
distal, e também para diminuir o numero de cerdas no peciolo e o comprimento do
foliolo distal. Ja a F, 13338 x 12787 se destaca como doadora de genes para
diminuir o comprimento e a espessura do entrend, o comprimento do foliolo basal e a
largura dos foliolos basal e distal. E, a F, 13167 x 6791-wf mostra grande potencial
para aumentar o comprimento do entrené e diminuir o numero de cerdas no foliolo
basal (Tabela 3 e 4).

Tabela 3. Médias das populagdes F; originais (Y. ), dos gendtipos selecionados (Ys)
e ganho genético com selecao (Gs) para aumentar os caracteres numero de cerdas
no peciolo (NCP) e nos foliolos basal (NCB) e distal (NCD), comprimento do foliolo
basal (CFB) e distal (CFD), largura do foliolo basal (LFB) e distal (LFD), comprimento
do entrend (CE) e espessura do entrend (EE), sob pressao de selecédo de 5% e 20%
em progénies F, dos cruzamentos intraespecificos de Arachis pintoi, 13338 x 12787
(1), 13167 x 12787 (2) e 13167 x 6791-wf (3).

Carater Yo 5% 20%

Ys Gs Ys G

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

NCP 63,4 46,2 37,0 85,8 87,0 50,8 20,5 37,9 11,9 79,2 74,7 43,3 14,5 26,5 5,4
NCB 19,2 15,7 16 32,7 338 75 11,8 16,1 52 264 264 28 6,3 95 1,1
NCD 15 16 002 66 86 0,16 41 66 009 40 54 0,04 20 3,6 0,01
CE 22 25 31 35 38 42 12 12 09 30 35 38 0,7 09 06
EE 0,26 0,28 0,28 0,33 0,35 0,33 0,07 0,07 0,04 0,3 0,33 0,31 0,04 0,05 0,02
CFB 1,95 1,98 2,27 2,51 2,60 2,73 0,53 0,58 0,39 23 24 26 03 04 0,2
CFD 22 219 2,46 2,69 2,87 2,84 0,41 0,64 0,33 2,51 2,67 2,74 0,26 0,45 0,24
LFB 1,27 1,38 1,31 164 1,9 165 0,3 0,48 0,23 1,55 1,71 1,53 0,39 0,3 0,15
LFD 1,53 1,63 1,60 1,97 2,26 1,9 04 0,59 0,28 1,84 2,09 1,80 0,27 0,43 0,19




Tabela 4. Médias das populag¢des F; originais (Y. ), dos genadtipos selecionados (Ys)
e ganho genético com selegéo (Gs) para diminuir os caracteres numero de cerdas no
peciolo (NCP) e nos foliolos basal (NCB) e distal (NCD), comprimento do foliolo
basal (CFB) e distal (CFD), largura do foliolo basal (LFB) e distal (LFD), comprimento
do entrend (CE) e espessura do entren6 (EE), sob pressao de selecéo de 5% e 20%
em progénies F, dos cruzamentos intraespecificos de Arachis pintoi, 13338 x 12787
(1), 13167 x 12787 (2) e 13167 x 6791-wf (3).

v, 5% 20%
Ys Gs Ys Gs

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

NCP 63,4 46,2 37,0 36,3 2,03 25,7 - - - 459 84 29,7 - -35,1 -6,2
249 411 9,7 16,0
NCB 19,2 157 16 8,2 16,2 0 95 04 - 120 146 0,13 6,2 -1,01 -1,3

NCD 1,5 16 0,02 0 0 0 -13 15 - 0 0 0 -1,3 -1,5 -01

CE 22 25 31 07 11 22 13 -13 - 10514 25 - -0,97 -0,5
0,7 1,08
EE 0,26 0,28 0,28 0,16 0,20 0,21 -0,1 -0,1 - 0,19 0,22 0,23 - -0,06 -
0,1 0,07 0,04
CFB 1,95 1,98 2,27 1,0 1,03 1,83 - - - 136 1,38 1,93 - -0,56 -
0,89 0,88 04 0,55 0,29
CFD 2,2 2,19 2,46 1,34 0,91 2,04 - - - 166 1,55 2,18 - -0,60 -
0,72 1,20 0,4 0,45 0,24
LFB 1,27 1,38 1,31 0,6 0,66 1,12 - - - 08109 1,15 -04 -0,39
0,59 0,66 0,1
LFD 1,53 1,63 1,60 0,65 0,67 1,32 - - - 098 103 14 - -0,56 -
0,76 0,89 0,3 0,48 0,19

0,13

Os ganhos genéticos com selegdo foram altos para todos os caracteres
avaliados, tanto para aumentar, quanto para diminuir o carater. Resultados que
permitem que rapidos avangos sejam atingidos na selegdo em ambas dire¢des. Da
mesma forma, a alta herdabilidade encontrada para todos os caracteres avaliados
mostra que, parte relevante da variagdo observada entre os gendétipos das progénies
F, é genética, o que sustenta a atividade de melhoramento genético nessas
progénies e suporta a adogao dessas caracteristicas como descritores varietais.
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ENCONTRO DE ARACHIS VILLOSULICARPA HOEHNE SOB CULTIVO ENTRE
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Introducéo

Arachis villosulicarpa Hoehne € uma das trés espécies do género Arachis
domesticas pelo homem. Encontrada primeiramente sob cultivo entre os indios
Nambiquara (familia linguistica Nambiquare) e Menki (lingua Irantxe), € uma espécie
nao encontrada em estado silvestre, sendo que se considera que a espécie mais
relacionada a ela seja Arachis Piatrarellii Krapov. & W.C. Gregory (Krapovickas &
Gregory, 1994).

A distribuicdo geografica desta espécie cultivada é definida, até o presente,
como sendo limitada a parte centro-oeste do estado do Mato Grosso, Brasil, nas
proximidades do rio Juruema e no extremo leste do estado de Rondbnia
(Krapovickas & Gregory, 1994). Ja no caso do parente selvagem, sua distribuicdo se
localiza na parte centro sul do estado do Mato Grosso, se expandindo até o leste,
incluindo o vale do Rio Araguaia, sendo, portanto, as duas espécies nao simpatricas
hoje em dia, salientando a influéncia do homem no processo evolutivo e de difusdo
da espécie cultivada.

A. villosulicarpa € uma espécie perene, dipliode (2n = 20), pertencente a
secdo Extranervosa, distinta da sec¢do Arachis, a qual pertence o amendoim
cultivado. A secéo Extranervosa € exclusiva do Brasil, perfazendo 9 espécies, todas
dipldides, sendo considerada uma das se¢des mais primitivas do género.

Objetivo

Neste trabalho apresentamos o relato do encontro de A. villosulicarpa sob
cultivo entre os indios do Alto Xingu, na parte nordeste do estado do Mato Grosso,
ampliando assim n&o apenas o limite geografico de ocorréncia comprovada da
espécie, mas também, a ampliacado cultural de uso desta espécie por distintas etnias
indigenas.

Resultados e Discusséo

A espécie A. villosulicarpa foi encontrada sob cultivo entre os indios Waura e
Yawalapiti, ambos da regido do Alto Xingu (figura 1). Estas duas tribos pertencem a
familia linguistica Aruak, assim como também os indios Mehinako, residente no
Xingu, e indios Pereci e Enawene-Nawe, sendo que todas estas cinco etnias s&o
classificadas/ reunidas como sendo os Mairupe Centrais, devido a proximidade
linguistica entre elas (Franchetto, 2001). As duas ultimas habitam na regido oeste do
estado do Mato Grosso, proximo a regidao habitada pelos Nambiquara e Menki, de
onde as primeiras plantas de A. villosulicarpa foram coletadas.

O Parque Indigena do Xingu, situado na regiao Norte-Nordeste do estado do
Mato Grosso, foi oficialmente criado no dia 14 de abril de 1961, através do Decreto
50.455, durante o efémero governo do presidente Janio Quadros, apés mais de 10



anos de trabalho intenso dos irméaos Villas Boas, do Marechal Rondon, de Darcy
Ribeiro, Noel Nutels, Café Filho dentre outros, possuindo uma area de cerca de
30.000 km? (Novaes, 1985).

Em termos floristicos, o Parque se encontra em uma zona de transi¢cao entre
os biomas Cerrado, ao sul, e a Floresta Amazobnica, ao norte. Os rios Kuluene,
Ronuro e Batovi se encontram dentro do Parque para formar o rio Xingu, cujo
destino final € o rio Amazonas. Outros importantes rios desta bacia que cortam o
parque sao: Suia-Missu, Maritsaua-Misu, Jarina, e Tatuari.

A regiao foi primeiramente visitada e documentada em 1884, por Karl von den
Steinen, que descreveu diversas tribos da area, e que, ainda hoje permanecem ali,
como os Kamaiura, Suia, Yawalapiti, Waura, registrando a sua localizagcao
geografica e os seus costumes (Steinen, 1942).

Atualmente, no Parque, vivem mais de 4.000 indios de 14 etnias distintas,
pertencentes a seis troncos linguisticos, demonstrando a grande diversidade cultural
ali concentrada, algumas delas moradoras antigas do local, como os Yawalapiti e
Waura, sendo que outras etnias foram remanejadas para o parque apds sua criagao
oficial, em virtude dos conflitos de terra com fazendeiros, como é o caso dos Kayabi
(Villas Boas, 1976; Ferreira, 1994).

Registros arqueoldégicos demonstram que os Waura sdo moradores antigos da
regido do Parque, ja se estabelecendo ali entre os anos 1000 e 1600 D.C. (Depois
de Cristo). Os registros arqueoldgicos ainda apontam que esta etnia anteriormente
vivia, entre os anos 800 e 900 D.C., na regido oeste do estado do Mato Grosso
(regido sudoeste da Amazbnia), proximo onde hoje vivem os Nambiquara e,
posteriormente, migraram para leste. Deste modo, historicamente esta etnia pode ter
tido um contato antigo com esta espécie cultivada e trazido consigo para o Xingu em
sua mudanga/ migragcdo. Relatos de membros desta etnia indicam o uso desta
espécie como historicamente antiga. Ou seja, os registros arqueoldgicos mostram
que os Waura viviam mais a oeste, dentro da area geografica atualmente
considerada de ocorréncia de A. villosulicarpa (Neto, 2004). Estes mesmos vestigios
arqueoldgicos apontam que a area de abrangéncia desta cultura em tempos antigos
chegava até a Bolivia e o estado do Acre, abrangendo a borda sul amazénica,
reforcando a possibilidade de contato, troca e difusdo de amostras de A.
villosulicarpa entre os diversos povos que viviam nesta extensa area.

Deste modo, este trabalho propde uma ampliacdo da area de ocorréncia de A.
villosulicarpa, atingindo a parte nordeste do estado do Mato Grosso, Brasil, na regido
conhecida como Alto Xingu. E também proposto a ampliagéo dos grupos indigenas
que utilizam tradicionalmente esta planta.
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Introducéo

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € uma leguminosa herbacea anual, de
grande importancia econémica no pais. O género Arachis possui sua origem em
territério brasileiro, sendo que a distribuicdo natural das espécies que a compde se
encontram todas em paises da Ameérica do Sul, incluindo a espécie domesticada,
cujo local de origem mais aceito atualmente é na regido sul da Bolivia/ Norte da
Argentina (Krapovickas & Gregory, 1994).

Sendo uma espécie tipicamente sul-americana, a coleta e conservagao de
amostras dessas espécies se fazem nao apenas necessaria, como também
estratégica. A Embrapa possui acessos de amendoim conservados em camaras de
baixa temperatura em diversos centros, cujas sementes ficam disponibilizadas para
uso em programas de melhoramento e caracterizagdo desta espécie.

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

Sem o controle efetivo da umidade, esta chegou ao nivel de 70% no interior
da camara, fazendo com que as amostras que normalmente se encontram com
umidade ao redor de 10%, tivessem seu teor de umidade interno elevado. Associado
a isto, picos de falta de energia fizeram com que a temperatura interna da camara se
elevasse, estimulando fisiologicamente as sementes a germinarem, e ativando
também a acdo de fungos e bactérias. Ambos processos foram inibidos com o
retorno da temperatura aos niveis de conservag¢ao adequados.

Este choque de umidade e temperatura, durante aquele periodo, acarretou
perdas do poder germinativo para os acessos conservados. Muitos deles, ao serem
colocados para germinar, através de procedimentos padrbes via papel umedecido
em camaras de germinagao, ou nao germinaram ou iniciavam a germinagao mas
eram 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 né&o
estavam germinando pelos métodos convencionais, assim como a apresentagédo dos
resultados do trabalho de resgate e regeneragao deste material.

Materiais e Métodos

Trabalhou-se com 29 acessos de sementes de Arachis hypogaea
provenientes da camara de conservacido de médio prazo, localizada no Centro de
Recursos Genéticos e Biotecnologia, da Embrapa. Estas sementes sao,
originalmente, provenientes de quatro paises (Brasil, Bolivia, Coldbmbia e Peru) e



foram coletadas num periodo de abrangéncia de 19 anos (1980 a 1998). As
sementes provenientes do Brasil foram coletadas das mais diversas regides
abrangendo os estados do Rio Grande do Sul até o Acre.

Estas sementes foram submetidas a uma desinfestagdo onde se utilizou uma
solucdo de sacarose 10% por 16 horas (overnight) sob agitacdo. Em seguida
processou-se a desinfestacdo destes acessos com o emprego de hipoclorito de
sédio 2% por 20 minutos e apods fez-se um triplice enxagliie em agua esterilizada e
autoclavada. Cada acesso foi representado por dez sementes.

Em camara de fluxo laminar procedeu-se a extracido 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 & Skoog,1962) adicionados das vitaminas
BS (Gamborg et al,1968), além de mio - inositol (100 mg/l), benzilamino purina (BAP)
(2,0 mgl/l), sacarose (20g/l) e agar (7g/l).

Apos inoculagado, todo o material permaneceu em 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 contaminagao por bactérias; percentagem de germinacgao
(desenvolvimento dos embrides).

Resultados e Discusséo

Pbde-se observar que a contaminagdo por fungo foi praticamente
inexpressiva. Apenas trés acessos, o que corresponde a cerca de 3% do total de
acessos estudados, apresentaram uma contaminagdo de 10% na avaliagao final.
Este valor ndo variou desde a primeira observagdo. Danby and Leifert (1994)
mostraram que em cultivo in vitro, este tipo de agente contaminante, apesar de
presente e causar danos, ndo € tdo importante como as bactérias. Fortes (1992)
mostrou também que o emprego de hipoclorito de sd6dio no processo de
desinfestacdo tem mostrado ser eficiente no controle de fungos no cultivo in vitro.

A contaminacgao bacteriana foi bem mais intensa. Vinte e sete acessos (cerca
de 93% dos acessos estudados) apresentaram algum nivel de contaminag¢do, sendo
que na maioria do material estudado, a contaminagéo variou de 10-90%. Alguns dos
acessos estavam 100% contaminados ja na primeira avaliagdo, que ocorreu cinco
dias apds a inoculagdo. De um modo geral este tipo de contaminagao € a que mais
ocorre nos cultivos in vitro. Isto foi também observado por Danby et al (1994) onde
eles mencionam que a grande incidéncia de contaminagao no processo de cultivo in
vitro se deve as bactérias.

Nestes casos, a evolugao do nivel da contaminagédo entre a primeira até a
ultima avaliagao foi pouco expressiva para a maioria dos acessos estudados. Ficou
nitido que a contaminagao, tanto por fungo, quanto por bactéria, se expressa nos
primeiros dias de cultivo. Lengeler et al (1999) mostraram que o desenvolvimento de
culturas bacterianas pode ser detectado de 15 horas a 1(um) dia apds inicio do
estabelecimento do cultivo.

Alguns dos acessos apresentaram nitida evolugdo dos embrides com
crescimento e desenvolvimento da parte aérea e sistema radicular. Houve casos
onde, mesmo 0 acesso apresentando certo nivel de contaminagao bacteriana (20%),
este conseguiu desenvolver-se.

Cinco dos acessos nao apresentaram desenvolvimento algum. O tempo de
armazenagem teve certa influéncia para o resgate dos acessos, mas mesmos alguns



dos acessos mais antigos conseguiram responder bem a metodologia,
demonstrando de forma clara que a conservacédo de Arachis € fungdo também do
genatipo.

Desta forma, alguns acessos que estdo sendo conservados necessitam de
maiores cuidados ou de um periodo menor de permanéncia em camaras de
conservacao conforme as informacgdes deste ensaio experimental. Conclui-se que a
idade, associada ao problema na camara pode estar influenciando na regeneragao
do material e indicando que as sementes de amendoim cultivado podem apresentar
problemas naturais de preservagao por periodos tado longos neste tipo de camara de
meédio prazo (5° C positivo).
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PROSPECCIOI\[ DE LAS ENFERMEDADES FUNGOSAS EN EL CULTIVO DEL
MANI (Arachis hypogeae L) EN LA VI REGION DE CHILE
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En Chile, el cultivo del mani ha sido realizado por muchos anos, por los
pequefios agricultores para su propio consumo. La agricultura familiar campesina en
la VI region se lleva a cabo, principalmente en la zona comprendida entre las
provincias de Colchagua y Cachapoal.

En forma oficial se registra una superficie aproximada de 120 ha a nivel
nacional.El uso del suelo para este cultivo se concentra durante el periodo seco
estival o bien dentro de una serie de rotaciones de largo plazo.

La variedad de mani cultivado corresponde a un ecotipo que se ha adaptado
a las condiciones edafoclimaticas de las localidades, por medio de seleccién masal
realizada por los agricultores. En términos generales, se manejan densidades
poblacionales de 200 a 250 mil plantas / ha, con lo cual se obtienen rendimientos del
orden de 2.000 kilos.

Las condiciones agroclimaticas de la region de cultivo se caracteriza por un
clima mediterraneo. El régimen térmico de esta zona se caracteriza por una
temperatura media anual de 13.7°C, con una maxima media del mes mas calido
(enero) de 28,1°C y una minima media del mes mas frio (julio), de 2,9°C. El periodo
libre de heladas es de 5 meses, desde noviembre a abril inclusive. La suma anual
de temperaturas, base 5°C, es de 3.160 grados - dias y base 10°C, de 1.450 grados
— dias. Las horas de frio, de abril a noviembre, llegan a 884. La temperatura media
mensual se mantiene sobre 8°C.

El régimen hidrico se caracteriza por una precipitacion anual de 582 mm,
siendo el mes de julio el mas lluvioso, con 98 mm. La evaporacion de bandeja es de
1.230 mm con una maxima en enero de 230 mm. La estacion seca es de 4 meses y
comprende el periodo de diciembre a marzo.

En relacion con las condiciones edafolégicas de las zonas de -cultivo,
corresponden a suelos de origen aluvial, con texturas livianas (Franco arenosa,
Limosas y arenosas). En cuanto a las condiciones de fertilidad del suelo, estos
presentan rangos disponibles para el Nitrogeno de 30 a 60 ppm de, Fésforo en
niveles de 15 a 40 ppm y el Potasio 120 a 230 ppm .

En cuanto a los parametros quimicos del suelo, presenta rangos de pH al
agua (1:2.5) de entre 6.5 a 7.5, con rangos de 1.0 a 3.5 % de materia organica y
una Conductividad eléctrica media de 1,5 mmhos /cm.

Objetivo del estudio: Aislar e identificar los agentes causales de las enfermedades
fungosas del mani en las zonas productivas de Malloa y San Vicente, VI Region de
Chile.

Material y método

El trabajo considerd la realizacion de una serie de muestreos durante el ciclo
productivo del cultivo, durante el periodo de octubre de 2003 a marzo de 2004, en
los que seleccionaron plantas con sintomatologia a nivel de cuello, raices y en el
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follaje para poder implementar un programa de control integrado de las patologias
identificadas.

Se seleccionaron 10 predios representativos de las condiciones agroclimaticas
y los manejos productivos de las zonas de Malloa y San Vicente, en los cuales se
realizé un registro de datos de cada predio consistente en superficie, tipo de suelo,
analisis de fertilidad, manejos agrondmicos, caracterizacion del ecotipo cultivado.

El muestreo de plantas fue dirigido a aquellas que presentaban sintomas,
tales como marchitez, manchas foliares, necrosis a nivel de cuello y en las
ramificaciones. Cada muestra consistente en la planta completa, se dispuso en
bolsas plasticas y se identifico con los datos del predio y fecha de recoleccion.

En laboratorio, a partir de cada muestra, después de un analisis visual, se
procedié a seleccionar tejido de la zona de avance de las lesiones. Este tejido se
desinfectd con Alcohol al 50% durante 2 minutos y posteriormente tres lavados con
agua destilada estéril. Posteriormente se dispusieron 5 segmentos de tejido por
placa petri con medio Agar papa dextrosa (PDA) las que fueron incubadas a una
temperatura de 20 °C + 2 °C. Al cabo de 7 dias se procedié a la identificacion
taxondmica de los principales géneros y especies de hongos fitopatogenos
asociados a los diferentes tejidos.

Resultados

En el Cuadro 1 se resumen las principales caracteristicas de los predios
muestreados vy el tipo de patdgeno aislado en cada predio, de las localidades de la
zona de cultivo de Arachis hypogaea, VI region, Chile.

La distribucion porcentual de los hongos aislados e identificados a partir de
118 muestras colectadas, se resumen en el Grafico 1, donde se representa la
presencia de un 48% da Fusarium spp, Rhizoctonia solani 16%, 15% a Sclerotium
rolfsii, 10% a Aspergillus niger, 8% a Aspergillus flavus y 1% de Botrytis cinerea y
Sclerotinia minor respectivamente.

Conclusion

A partir de las resultados, se concluye que el cultivo de mani (Arachis
hypogae) en las zonas prospectadas son afectados por una serie de hongos
fitopatdégenos (Fusarium spp, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Botrytis cinerea, Sclerotinia minor ). Siendo el de mayor incidencia
Fusarium spp, manifestando su dafio a nivel de raiz y cuello de las plantas.

Los agentes fitopatdégenos en el cultivo del mani, se presentan afectando en
forma de un complejo fungoso, en el que actuan a lo menos dos géneros en forma
complementaria.



Cuadro 1: Caracterizacion de los predios muestreados en los sectores de Malloa y
agentes causales aislados en predios de San Vicente, VI region de Chile.

Superficie
cultivada Textura de | Agentes causales
Parcela Comuna .
A. hypoageae Suelo aislados
(ha)

1 Malloa 1,5 F-A FU, RS,
2 Malloa 2,0 F-A FU, RS, SR, AN
3 Malloa 1,2 F-A FU, RS, AN,AF,
4 Malloa 0,8 F-A FU, RS, SR, AN,AF
5 Malloa 0,8 F-A FU,RS,SR, AN, AF
6 San Vicente 0,4 F FU, RSA’FSR’ AN,
7 San Vicente 0,3 F FU, RS, SR, AF
8 San Vicente 0,4 F FU, RS, SR,
9 San Vicente 0,25 F FU, RS, SR
10 San Vicente 0,3 F FU, RS, SM

Textura dominante de suelo: F, Franco, A; Arenoso.
Hongos fitopatégenos: FU, Fusarium spp, RS, Rhizoctonia solani, SR, Sclerotium rolfsii, AN,
Aspergillus niger, AF, Aspergillus flavus, BC, Botrytis cinerea, SM Sclerotinia minor.
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Grafico 1: Porcentaje de presencia de patégenos totales a
partir del material vegetal recolectado en predios de Malloa y
San Vicente, VI regién de Chile.
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EMBRYO AXES CULTURE AND BAP-INDUCED SOMATIC EMBRYOGENESIS IN
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Introduction

Seed bank conservation of wild species of Arachis is limited by seed
deterioration that leads to frequent germplasm losses. In vitro propagation methods
play an important role in germplasm multiplication and plant maintenance of species
from different Sections. In the cultivated groundnut (A. hypogaea), extensive research
has been carried out on in vitro regeneration through embryogenesis and
organogenesis (Chengalrayan et al.,, 2001). In wild species of Arachis, in vitro
regeneration has been reported by several authors mainly through organogenesis.
Plant regeneration via somatic embryogenesis is comparatively less reported and has
been described for A. paraguariensis (Sellars et al., 1990) and A. pintoi (Rey at al.,
2000). In addition, there are only a few reports on somatic embryogenesis in Arachis
involving histological examination of somatic embryos at different developmental
stages (Rey et al., 2000; Chengalrayan et al., 2001).

Most reports on somatic embryogenesis are based on the use of auxins either
alone or in combinations with cytokinins. In contrast, the use of cytokinins as the sole
growth regulator is rarely adopted in protocols aiming at the development of somatic
embryos. The effectiveness of this response depends on the type and concentration
of the cytokinin used and the species employed.

The present investigation was directed towards multiplication of accessions of
A. archeri, A. porphyricalix (Section Erectoides) and A. appressipila (Section
Procumbentes, previously also included in Section Erectoides) through in vitro culture
of seed explants. Somatic embryogenesis was induced in response to BAP as the
sole growth regulator and the conversion process of somatic embryos into plants was
investigated.

Material and methods:

Seeds of A. archeri V 13494, A. porphyricalix (V7303) and A. appressipila
(GKP10002) were provided by EMBRAPA/CENARGEN (Brasilia - DF, Brazil) after
different storage periods in seed bank (10°C and 25% relative humidity). Seeds were
surface sterilized with 0.2% (w/v) HgCl, for 45 minutes under agitation, washed three
times with sterile de-ionized water and peeled. Embryonic axes and leaflets were
aseptically excised and cultured on MS medium solidified with 0.7% agar plus 3%
sucrose and supplemented with 8.8 or 25 uM BAP, respectively.

The pH of the media was adjusted to 5.8 prior to addition of agar. Cultures
were maintained in a growth chamber at 28°C+2°C with 16h light/8h darkness and a
total irradiance of 46 uM.m™.s™" provided by cool-white fluorescent lamps.

Embryogenic calluses were transferred to fresh basal medium at 4 week-
intervals. In order to study embryo-to-plant conversion, isolated or fused somatic
embryos at different developmental stages were detached from the calluses using a
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stereomicroscope and then transferred to media containing two different sucrose
concentrations (1.5 and 3%) and solidified with either 0.7% agar or phytagel at
different concentrations (0.2%; 0.5% and 1%). After 8 weeks shoots were transferred
to MS supplemented with different IAA concentrations (0; 0.57; 2.85 and 5.7uM) for
root induction.

For histological analysis, calluses and somatic embryos samples were fixed in
2.5% glutaraldehyde and 4% paraformaldehyde in 0.05M sodium phosphate buffer,
pH 7.2 and stored at 4 °C. Samples were dehydrated in a graded ethanol series,
followed by paraffin embedding. Serial 12um thick sections were made with a rotary
microtome and double-stained in astra blue—basic fuchsin. Photographs were
obtained with the image capture system Image-Pro Plus for Windows using an
Optronics video camera attached to an Olympus BX 40 microscope.

Results and discussion

Embryo axes from the three species developed single shoots through
meristematic amplification, after 30 days of culture. After approximately 15 days of
culture, the hypocotyl region gave rise to friable embryogenic calluses and production
of somatic embryos occurred after 30 days. Highest and fastest responses were
obtained from embryo axes of A. archeri as compared both to A. porphyricalix and A.
appresipila and to previous reports on somatic embryogenesis in other wild species
of Arachis (Sellars et al., 1990; Rey et al., 2000). Leaflets from the three species also
developed friable calluses but the production of somatic embryos was only evident in
calluses derived from explants of A. archeri. Although somatic embryogenesis
induced by cytokinins is not a common event, it has been reported for a number of
species both from embryonic tissues or differentiated explants (Lakshmanan et al.,
2000).

The histological analysis of embryogenic calluses with 60 days of culture
revealed the presence of torpedo and cotyledonary-stages embryos, with both root
and stem apical meristems. Abnormalities such as fasciation of cotyledons and
occurrence as fused structures were detected in several embryos.

Table 1- In vitro regeneration from seeds explants from wild Arachis species after 60
days of culture

Regeneration (%) Embryos/explant

Species Acession Section Seed age Embryo Leaflets Embryo Leaflets
(months) axes axes
A. archeri V13494 Erectoides 12 43 100 260+15 243+10
A. porphyricalix V7303 Erectoides 12 100 90 54 +0.2 0
A.appresipila GKP10002 Procumbentes 6 70 100 37+£0.8 0

Complete germination of somatic embryos, with the development of both roots
and shoots was observed at very low frequency in the induction medium. In order to
improve the conversion process, embryos at distinct developmental stages were
cultured on MS medium supplemented with two different sucrose concentrations and
solidified with 0.7% agar or different phytagel concentrations. After 60 days of culture,
both single embryos and embryo clusters showed an incomplete conversion process,
developing only shoots. Cotyledonary-stage embryos showed the highest shoot pole
development rates (90%) in media supplemented with 1.5% sucrose and solidified



0.5% phytagel (Table 2). Low conversion rates were obtained from heart-shaped and
torpedo-stage embryos, both as isolated structures or as part of clusters, in response
to all treatments (approximately 20%) (Table 2). Considering the presence of both
root and stem apical meristems in the somatic embryos, it seems likely that the
incomplete conversion process was a consequence of cytokinin-supplemented media
used at the induction phase.

Table2 — Shoot pole development from somatic embryos of A. archeri at diffferent
developmental stages, after 60 days of culture

Shoot development frequency (%)

Medium Heart-shaped and  Cotiledonary-stage Heart-shaped and
torpedo- stage embryos torpedo-clusters
embryos
MSO 0 111 0
MS + 0.2% phytagel® 0 12.5 0
MS + 0.5% phytagel* 20 40.0 10.0
MS + 1.0% phytagel* 0 30.0 0
MS + 0.2% phytagel** 0 70.0 0
MS + 0.5% phytagel** 0 90.0 22.2
MS + 1.0% phytagel** 20 47.6 0

*Media supplemented with 3% sucrose - **Media supplemented with 1.5% sucrose

In order to induce root development, the shoots were transferred to MS
medium supplemented with different IAA concentrations. Rooting frequencies were
significantly influenced by the growth regulator concentration and by the
developmental stage of the embryo when transferred to the conversion medium. The
highest root formation frequency (55,5%) was achieved in response to 2,85uM IAA, in
shoots originated from embryos at the cotyledonary-stage (Table 3).

Table 3 — Effect of IAA on root development from shoots obtained from embryos of A.
archeri at different developmental stages

Developmental stage Rooting frequency (%)
IAA (uM)
0 0.57 2.85 5.7
Isolated heart-shaped and torpedo stage 0 12.5 0 0
Isolated cotyledonary-stage 0 14.3 55.5 44 .4
Heart-shaped and torpedo clusters 0 0 20 0

In conclusion, we have described in vitro regeneration of A. archeri, A.
porphyricalix and A. appressipila for the first time. Plants obtained from embryo axes
through meristematic amplification are currently being used for germplasm
multiplication through culture of nodal segments. In addition to meristematic
amplification, the three species showed indirect somatic embryogenesis from embryo
axes cultured on MS medium supplemented with BAP as the sole growth regulator, at
concentrations that are known to induce multiple shoot formation and indirect
organogenesis in species from other Arachis Sections (Gagliardi et al., 2000). It
seems likely that the embryogenic response induced by BAP is genotype dependent,
as the three species studied in this work are closely related.
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Introduction

In vitro preservation methods require the previous establishment of efficient
micropropagation systems. These systems include the recovery of whole plants from
the preserved material and the acclimatization of plants to ex vitro conditions, since
the in vitro environment induces anatomical, morphological and physiological
modifications. Plants in the water-saturated atmosphere of culture vessels generally
become susceptible to desiccation when exposed to lower relative humidity. This
results from the reduced deposition of epicuticular wax on the leaf surface and
malfunctioning of stomata, which do not close normally in response to water stress
(Gribaudo et al.,, 2001). In addition, low light intensity and high sucrose
concentrations in the culture medium can lead to a limited photosynthetic
competence. Therefore, different approaches have been employed in order to obtain
high survival rates during acclimatization to ex vitro conditions (Premkumar et al.,
2002).

Arachis germplasm rescue, maintenance, multiplication and distribution have
been successfully carried out through in vitro preservation methodologies (Gagliardi
et al., 2000; 2002a,b; 2003). This work evaluates the effect of different substrates and
preconditioning treatments on the viability after transplantation of in vitro-grown plants
of A. retusa.

Material and methods

In vitro shoots of A. retusa (V 9950 and V 12939) were obtained from culture of
embryonic axes and cotyledons in MS medium supplemented with 8.8 and 110uM
BAP (6-benzilaminopurine) respectively (Gagliardi et al., 2000). Stem segments (3 - 4
nodes) from both accessions were regularly transferred to MS medium without
growth regulators for multiplication. Cultures were maintained at 28°C+2°C and a
16:8h photoperiod at a photon flux of 46pmol.m?.s™.

For acclimatization, rooted plants from accession V 9950 were transferred to
tubes containing distilled water (10mL) two weeks before transplanting. Cap
enclosures of test tubes were substituted by polythene sheets and humidity was
decreased by gradually perforating the sheets. Plants were then transferred to test
tubes containing Hoagland’s nutrient solution (Hoagland & Arnon, 1938) with half salt
concentration and definitely transplanted to substrate. Two types of substrate
(Plantmax® and sand) were evaluated, alone or in association to two types of
fertilizers (Bokashi® and Hoagland’s nutrient solution). The pH of substrates was
measured before and 30 days after transplanting. Cultured plants were evaluated for
their survival, height and number of nodes and leaves at transplanting (day 0) and
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after 15 and 30 days ex vitro. After substrate determination, the influence of in vitro
treatments with different sucrose concentrations on the subsequent acclimatization
process was investigated by transferring shoots from both accessions to MS medium
supplemented with different sucrose concentrations (0%, 1.5%, 3% and 6%) three
weeks before transplanting.

Results and discussion

In vitro-grown plants from accession V 9950 transplanted to sand without
fertilizers showed the highest survival rates, associated to the highest heights and
numbers of nodes and leaves after 30 days following transplantation. Plants
transplanted to Plantmax® with or without fertilizers showed lower survival rates. The
addition of Bokashi® to both substrates caused a reduction of survival (Table 1). The
pHs of the tested substrates ranged around 5.0 at transplanting, with a small increase
after 30 days, with the exception of sand fertilized with Bokashi®, which showed an
increase from 5.3 to 8.4. These results can be correlated with the natural habitat of A.
retusa, which is found at semi-arid regions, in sandy and dry soils (Krapovickas &
Gregory, 1994).

Table 1- Influence of substrates and fertilizers on the acclimatization process of in
vitro-grown plants of A. retusa V 9950 after 30 days ex vitro

Substrates Survival (%) Height (cm) Number of Number of
nodes leaves

Sand without fertilizers 100 14.0+0.7 6.4+0.2 6.7+0.2
Sand + Hoagland 90 13.3+£1.0 6.0+04 54+0.6
Sand + Bokashi® 0o e e e

Plantamax without fertilizers 80 11.2+15 48+0.6 20+0.6
Plantmax + Hoagland 20 10.2+£1.9 52+07 22+07
Plantmax + Bokashi® 0 e e e

An efficient ex vitro establishment can be related both to suitable substrates
and to in vitro preconditioning during the last micropropagation phase. Among these
treatments, modifications in sucrose concentrations have been proven to be
beneficial for some plants (Premkumar et al., 2002). In this work, plants of A. retusa
from both accessions (V 9950 and V 12939) obtained in MS medium supplemented
with 1.5 and 3% sucrose showed the highest survival rates. Plants from both
accessions displayed lowest survival rates when cultured on MS medium
supplemented with 0% sucrose (Table 2). During ex vitro adaptation, growth features
such as height, number of nodes and number of leaves from plants obtained with
different sucrose concentrations showed slight variations between the genotypes.

Acclimatized plants of A. retusa V 12939 were evaluated for an additional
period of five months. Although all the acclimatized plants remained alive, the
production of new shoots occurred at a frequency of 50%, after 90 days ex vitro.
Growth and leaf production were clearly influenced by the growing environment
fluctuations, as height increase and new leaf formation were only observed after dry
periods and temperatures between 30 and 38°C. Flower and peg development were
also observed following these conditions.



From these results it can be concluded that efficient acclimatization of in vitro
plants of A. retusa can be achieved by submitting in vitro plants to a preconditioning
phase in MS medium supplemented with sucrose 1.5% and using sand without
fertilizers as substrate. This procedure might be adopted for in vitro preserved
germplasm of other species occurring at similar habitats.

Table 2- Influence of in vitro preconditioning with different sucrose concentrations on
acclimatization process of A. retusa (V 9950 and V12939)

Culture medium Survival (%) Height (cm) Number of Number of
nodes leaves
V9950 V12939 V9950 V12939 V9950 V12939 V9950 V12939
MS+Sucrose 0% 0 70 - 5.840.6 --—-- 3.1+0.6 - 5.1£0.5
MS+Sucrose 1.5% 80 100 6.7+1.2 10.7+0.8 5.5+0.5 5.940.6 6.5+1.5 7.6+0.7
MS+Sucrose 3% 70 100 8.1+0.3 11.1+1.5 4.9+0.1 5.8+0.5 5.1+0.4 .4+0.6
MS+Sucrose 6% 30 80 7.3+0.3 6.6+0.5 3.5+0.5 3.9+0.8 4.5+0.5 4.0+1.3

Acclimatized plants of A. retusa V 12939 were evaluated for an additional
period of five months. Although all the acclimatized plants remained alive, the
production of new shoots occurred at a frequency of 50%, after 90 days ex vitro.
Growth and leaf production were clearly influenced by the growing environment
fluctuations, as height increase and new leaf formation were only observed after dry
periods and temperatures between 30 and 38°C. Flower and peg development were
also observed following these conditions.

From these results it can be concluded that efficient acclimatization of in vitro
plants of A. retusa can be achieved by submitting in vitro plants to a preconditioning
phase in MS medium supplemented with sucrose 1.5% and using sand without
fertilizers as substrate. This procedure might be adopted for in vitro preserved
germplasm of other species occurring at similar habitats.
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Area tematica: Informacion
Introduccién

El mani forrajero (Arachis pintoi) se constituye en una opcion adecuada para
mejorar la calidad de las pasturas tropicales. Su excelente calidad proteica (13 a 18
% de proteina cruda) colocan a esta especie en un lugar promisorio para ser usada
no solo como pastura sino también como cobertura viva. Se asocia con gramineas
forrajeras tales como las Braquiarias. Esta especie se multiplica via vegetativa por
estolones o por semilla.

En Bolivia esta ultima forma es la mas adquirida, a la vez de practica. La zona
de Yapacani en Santa Cruz es la mayor productora de semilla del A. pintoi, semilla
que abastece la demanda nacional, pero principalmente sale para exportacidén hacia
mercados de Colombia, Brasil, Peru y Costa Rica, mediante SEFO (Sauma, 1996).
La semilla de esta especie presenta dormancia la cual, bajo condiciones de
almacenamiento de Cochabamba, se rompe a los 5 meses de cosechada (Sauma,
1996).

Sin embargo varios son los aspectos que modifican este parametro y también
el tiempo de viabilidad de la semilla. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar
la influencia de las caracteristicas del manejo de la pos cosecha, en términos de
almacenamiento sobre factores relacionados a la germinacién de la semilla del mani
forrajero.

Materiales y métodos

La evaluacién de la calidad de la semilla de A. pintoi se realizé en el
laboratorio de SEFO, ubicado en “La Violeta”, en Tiquipaya, provincia Quillacollo de
Cochabamba, lugar donde se almacena la semilla cosechada en Yapacani (Santa
Cruz). “La Violeta” se halla a 2680 msnm y con una temperatura media anual de 17
°C, de clima seco, predominantemente templado, la época lluviosa se concentra
durante los meses de diciembre a marzo, con un promedio de 504 mm de
precipitacion anual. Tales aspectos hacen de este sitio un lugar bastante adecuado
para almacenar semillas.

Por otra parte, el principal lugar de produccidon de semilla de esta especie es
Yapacani. El cuadro 1 presenta informacion sobre este sitio.

Se evalud la germinacion de la semilla a diversos meses pos cosecha para
determinar en que momento se mantenia viable la semilla. Estas mediciones se las
hicieron a partir de tres lotes diferentes de produccion (todos provenientes de los
productores de SEFO-SAM), cosechados durante los afios 1990, 1991 y 1992.



Resultados y discusion

Se tienen los resultados en base a los tres lotes de produccién con sus
respectivos afos de cosecha y tiempos (meses) de evaluacién de germinaciéon de
semilla pos cosecha (Cuadro 2), los cuales no siempre son los mismos para los
lotes. Las condiciones ambientales para el almacenamiento de semilla son
determinantes para mantener la viabilidad de las mismas, es asi que en ensayos
realizados en lugares de condiciones humedas, la semilla pierde su viabilidad a los
10 meses (Kerridge, 1995), todo lo contrario ocurrié bajo condiciones de este trabajo
por cuanto se evidencia que después de 4 afios se mantiene un alto valor de
germinacion.

Se debe considerar también otros factores que inciden sobre la viabilidad de
la semilla, tales como manejo de la cosecha, edad del cultivo, humedad de la semilla
a la cosecha, etc. Sin duda otros factores incidiran sobre el tiempo de dormancia y la
duracion de la germinacion en semilla almacenada.

Cuadro 2. Germinacion (%) evaluada a diferentes
meses pos cosecha para tres lotes de produccion de
semilla de A. pintoi.

Meses pos cosecha N° de lote

1 2 3
2 - - 27.0
3 - - 50.0
5 - - 75.5
7 - 77.3 84.0
9 63.3 - -
10 - - 72.0
16 84.0 - -
19 86.0 92.0 -
22 70.7 84.0 -
25 85.7 - -
31 82.0 - 81.3
34 63.0 84.0 78.0
43 70.0 76.3 -
46 74.6 73.2 -

Tomando todos los datos del cuadro anterior se puede establecer una grafica
de tendencias de la germinacion de la semilla.



Grafica 1. Tendencias de la germinacién de semilla de A. pintoi almacenada en
Cochabamba.
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Conclusiones

Las condiciones de almacenamiento en Cochabamba para la semilla de A.
pintoi son adecuadas, evitando la pérdida de viabilidad de la misma en el largo plazo
(3 afos pos cosecha), con valores germinativos adecuados para la venta de semilla
comercial.

Entre el séptimo a octavo mes pos cosecha, la dormancia de la semilla se
pierde y esta en condiciones para la venta.

Deben estudiarse otros factores inherentes a la produccion y cosecha de
semilla de A. pintoi que ejercen un efecto acumulativo sobre la calidad de la semilla a
producirse.
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Efecto de la edad del campo de multiplicacién en el rendimiento y calidad de
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Introduccién

Yapacani esta localizada en una zona de bosque tropical humedo de la
provincia Ichilo, a 130 km de la ciudad de Santa Cruz, desde hace 30 afios estan
asentados unos 400 colonos provenientes de la zona minera (Potosi, Oruro). Las
familias disponian en promedio de 20 ha de terreno y estaban orientadas
inicialmente a la produccion de arroz y maiz.

Posteriormente, estas actividades se complementaron con la explotacion del
ganado bovino. La Empresa de Semillas Forrajeras (SEFO-SAM) a partir de 1990,
produce en esta zona semilla del mani forrajero (Arachis pintoi) para cubrir la
demanda del mercado nacional y destinar excedentes para la exportacion de esta
semilla, a paises del area tropical del continente. Al momento, se estima un area de
20 ha que se debieran sembrar en funcién a las ventas de semilla por parte de
SEFO. La figura 1 presenta datos sobre esta especie en cuanto a aspectos
productivos.
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Figura 1. Produccién y comercializacion de semilla A. pintoi, (tn/afio) producida
por SEFO en Yapacani.

Los rendimientos en semilla son atractivos para el agricultor y la cosecha
manual da empleo a toda la familia. Por otra parte es una actividad que se
complementa con su trabajo pues por concentrarse en la época de invierno seco, no
interfiere con otras labores.



El objetivo del presente trabajo descriptivo fue determinar el efecto de la edad
del campo de produccién de semilla del mani forrajero, sobre el rendimiento en
semilla, pero principalmente sobre aspectos de calidad de la misma, en base a lotes
de productores que trabajan en la zona de Yapacani, Bolivia.

Materiales y métodos

En base a muestreos de nueve campos de produccion de semilla de A. pintoi
(todos ubicados en Yapacani), manejados por los agricultores propietarios, se
determiné el rendimiento y calidad de la semilla obtenida. Estos campos se
dividieron en grupos de a tres donde la caracteristica comun era la edad del lote en
referencia al momento de la cosecha de la semilla de la leguminosa. El cuadro 1
presenta esa informacion.

Cuadro 1. Edad a cosecha de nueve lotes de produccion de semilla de
A. pintoi en Yapacani. Agrupacion por edad.

Nombre productor Meses a cosecha de Agrupacion por edad
semilla, pos siembra

Nicolas Medina 12 GRUPO 1 (AL ANO)

Juan Romero 12

Mario Olmedo 12

Félix Albarracin 21 GRUPO 2 (A DOS ANOS)

Félix Huarachi 23

Pedro Huarachi 23

Ciprian Pufia 24 GRUPO 3

Santiago Caba 25 (PRODUCCION A PARTIR

Andrés Heredia 24 DEL REBROTE)

El grupo 1 implica a aquellos productores que obtuvieron la semilla a la
primera cosecha, al afio de implantado el cultivo. Los del grupo 2 son aquellos que
dejan la semilla sin cosechar hasta los dos afios provocando una especie de
‘conservacion” de la misma en el suelo. Los del grupo 3 son aquellos que habiendo
cosechado la semilla un afo obtienen otra cosecha con el rebrote de aquella semilla
remanente en el suelo, un ano después; vale sefalar que los rendimientos y calidad
se refieren solo a la semilla proveniente del rebrote.

Resultados

El cuadro 2 presenta los datos de calidad y rendimiento de la semilla. Los
rendimientos si bien difieren, a su vez se compensan cuando se ve la calidad de la
semilla a ser cosechada, tal es el caso entre los grupos 2 con el 3. Al ser un trabajo
tan solo descriptivo no se puede hacer demasiadas inferencias sobre el rendimiento
y peso de la semilla. Sin embargo las tendencias mostradas dan una pauta de lo que
estaria ocurriendo con el manejo que los agricultores dan a sus lotes de produccion.



Cuadro 2. Peso de mil semillas, pureza, germinacién y rendimiento de semilla de
A. pintoi para nueve productores de Yapacani.

Productor Grupo Peso de 1000 Semilla Germinacion Rendimiento
semillas (g) pura (%) (%) (kg/ha)

N. Medina 1 174.08 99.91 95.11 3850
J. Romero 149.52 98.40 78.44 4470
M. Olmedo 160.54 99.56 95.88 2850
Promedio 161.38 99.29 89.81 3723
F. Albarracin 2 139.82 97.55 74.55 3540
F. Huarachi 133.80 98.05 60.89 3020
P. Huarachi 107.40 94.92 79.33 2950
Promedio 126.89 96.84 71.59 3170
C. Puha 3 170.52 98.00 82.55 1990
S. Caba 125.76 95.30 80.00 2530
A. Heredia 157.84 99.05 89.33 3095

Promedio 151.37 97.45 83.96 2538

Considerando datos promedios de los grupos definidos en el cuadro 1 por
edades pos siembra, se presenta la figura 2 don de se muestra la germinacion, la
proporcion de semillas duras, y semillas anormales + muertas en funcién de la edad
del campo.
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Figura 2. Promedio de germinacion de semilla de A. pintoi por
grupos de edad a la pos siembra en Yapacani.

- Después de 24 meses pos siembra, la semilla no cosechada se deteriora y la
calidad de la siembra baja.



- La cosecha del campo de produccion de semilla debe ser efectuada en su
totalidad a los doce meses pos siembra.

Produccion y rendimientos de semilla de Arachis pintoi con pequefios agricultores en
Yapacani, Bolivia, 1989-1992.

Agricultores Edad del Produccién Rendimiento de
productores de cultivo total de semilla(kg/ha)

ARo semilla (N°) (meses) semilla (kg)

Total cosechada Rango Media
1989 2 0 -- 0 -- --
1990 17 2 12 234 200-800 500
1991 15 4 18 550 1000-3000 2000
1992 15 9 16-30 2750 1000-4000 2200
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ISOLAMENTO DE ANALOGOS A GENES DE RESISTENCIA DE UMA
BIBLIOTECA GENOMICA DE Arachis stenosperma PARA MAPEAMENTO
FISICO
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Um dos principais objetivos do melhoramento genético € a incorporagao de
genes de resisténcia a doengas e pragas em cultivares de interesse. Neste projeto,
as especies silvestres de amendoim serdo usadas como fonte natural de genes de
resisténcia. A analise de sequéncias de genes de resisténcia ja clonados, revelou
varios dominios conservados. Tem-se usado tal conservagcdo para amplificar
sequéncias de diferentes genomas analogas a genes de resisténcia (RGAs) e em
varias espécies, 0os genes de resisténcia tém sido descritos em familias génicas e
ocorrem em grupos nos cromossomos. Desta forma, o isolamento de um RGA
podera permitir a identificacdo de loci de resisténcias a doencas. Estes RGAs podem
entdo ser usados como marcadores geneéticos ligados aos genes de resisténcia. As
proteinas codificadas pela maioria dos genes de resisténcia, caracterizados,
possuem motivos encontrados em outras proteinas receptoras e de transducgéo de
sinal. O maior grupo de genes de resisténcia contém sequéncias e motivos
estruturais similares, seja a resisténcia a virus, fungos ou bactérias. Grande parte
possui repeticdes ricas em leucina no C-terminal, que codificam proteinas que
geralmente estdo associadas as interagdes proteina-proteina ou ligagdes ao ligante.
Motivos de ligagdo a nucleotideo também sao conservados (NBS — nucleotide
binding site). Sendo assim € proposto que similaridades entre os genes de
resisténcia possam tornar possivel a identificagdo de novos genes de resisténcia
baseados nesta homologia destas sequéncias (Kanazin et al., 1996). A conservagao
de sequéncia de aminoacidos observada dentro dos genes de resisténcia clonados
sdo, assim, usadas para facilitar o isolamento de novos genes de resisténcia, os
RGAs, regides analogas de resisténcia. Estes RGAs s&o geneticamente ligados a
loci de genes de resisténcia (Shen et al., 1998).

Previamente, foram isoladas 79 regides analogas a genes de resisténcia de
quatro espécies silvestres de Arachis amplificadas através da técnica de PCR com
primers degenerados (Bertioli et al., 2003). Estes RGAs tém um tamanho de cerca
de 500pb. O sequenciamento mostrou analogias com genes de resisténcia
funcionais.

OBJETIVO:

O presente trabalho objetivou a construgdo de uma biblioteca gendmica de
uma especie silvestre de Arachis, A. stenosperma, acesso V10309 para a obtencao
de clones longos (cerca de 10kb) contendo RGAs para a utilizagdo como sondas
para mapeamento fisico e genético. Este acesso apresentou em diversos bioensaios
resisténcia aos fungos foliares, Cercospora arachidicola, Cercosporidium
personatum e Phoma arachidicola e aos nematdides das galhas, Meloidogyne



javanica raca 4, M. hapla, M. arenaria racas 1 e 2 (Proite et al., 2002, Leal-Bertioli et
al., 2003).
MATERIAIS E METODOS

O DNA gendmico de A. stenosperma (V10309) foi extraido pelo método CTAB
e parcialmente digerido com a enzima de restricdo Sau3Al. Os fragmentos foram
clonados no bacteriéfago A através do Lambda Dash Il kit. A biblioteca foi titulada
utilizando a célula XL1-Blue MRA P2 (Stratagene). Em um primeiro screening parcial
da biblioteca (200 000 clones), utilizou-se como sonda dois conjuntos, cada um com
cinco sequéncias de RGAs, isoladas de diferentes espécies de Arachis:
identificados: Conjunto A (S5_A_384; S1S2_A_152; S5 A 375; S5C8_AXY_370 e
S1_A _36). Conjunto B (S1_A_37; S4_A _164; C8_V_434;S5_V_378 e T_A _44).

RESULTADOS E CONCLUSOES

O titulo da biblioteca gendmica construida foi de 8,7 x 10* pfu. Através das
hibridizagdes foram identificados e isolados 18 clones que hibridizaram com o
conjunto de sondas A e 33 clones com o conjunto B. Foram isolados 69 clones
positivos, que foram submetidos a um segundo screening para identificacdo da
sonda especifica. Destes, 26 se confirmaram como distintos clones de RGAs (Fig.

1).
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Figura 1. Gel de agarose mostrando diferentes clones digeridos
com as enzimas EcoRI e Notl. Desta forma através do padrdo de
bandas pode-se observar os diferentes clones, tais como clones 2,
6,7 e8.

Os mesmos tiveram suas extremidades sequenciadas e confirmaram-se como
sendo RGAs. Esta estratégia mostrou-se eficiente em isolar clones grandes
contendo RGAs. Isto fornecera sondas em experimentos de FISH (Fluorescence In
Situ Hybridization). As sondas serao utilizadas para o mapeamento fisico, assim
como marcadores moleculares para o mapa genético que esta em construgdo. O
mapa fisico identificara a posicdo dos RGAs nos cromossomos das espécies e o
mapa genético identificara a posigdo dos marcadores RGA em grupos de ligagao e
sua possivel ligagdo com as resisténcias ja caracterizadas. Isto propiciara a uniao do



primeiro mapa fisico com o primeiro mapa genético de espécies silvestres de
Arachis.
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MICROSSATELITES ISOLADOS A PARTIR DE BIBLIOTECA GENOMICA
ENRIQUECIDA (TC/AG) DE Arachis hypogaea.

Leoi, L*; Bertioli, D."
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Por volta de 10 mil anos atras, apés a mudanga do homem némade-cagador
para a sociedade agraria, surgiram as primeiras atividades agricolas, dando inicio as
plantas cultivadas. A selegdo continua, geracdo apos geragéo, de linhagens que
continham caracteristicas diferenciadas por tais agricultores resultaram em uma
progressiva restricdo da base genética na subsequente populagéo.

Entre as plantas cultivadas com restricdo na base genética, encontra-se o
amendoim da espécie Arachis hypogaea L. (Leguminosae). Esta espécie é
caracterizada por ser uma alelotetrapldide, provavelmente oriunda por domesticagao
da espécie também tetrapléide A. monticola e esta por sua vez do cruzamento entre
duas espécies silvestres do género Arachis. Devido ao estreitamento genético, tém -
se aumentado as preocupacgdes por parte dos pesquisadores em relagdo as pragas
em geral. Em escala global, as pragas podem causar perdas superiores a 70% da
colheita no cultivado. O maior interesse pela prospecgao, resgate e caracterizagéo
de germoplasma das espécies do género Arachis reside em seu potencial de
fornecimento de genes uteis para o melhoramento do amendoim cultivado. O cultivo
desta espécie esta difundido nas areas tropicais e subtropicais. Entre os seis
maiores produtores mundiais esta o Brasil, sendo os estados de S&o Paulo, Rio
Grande do Sul e Parana os principais produtores brasileiros. Uma das formas de
aumentar a competitividade do produto brasileiro no mercado internacional e ao
mesmo tempo incrementar o consumo interno desta oleaginosa € através do
melhoramento genético, principalmente em genes de resisténcia contra pragas;
qualidade da semente; plantas com ciclo extremamente curto e alta resisténcia ao
estresse hidrico. O desenvolvimento de tecnologias de analise genémica na cultura
do amendoim ainda é incipiente, porém ja existem publicagdes de varios grupos de
pesquisa envolvendo marcadores RFLP (Restriction Fragment Length
Polimorphism), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), RAPD (Randomly
Amplified Polymorphic DNA) e SSR (Simple Sequence Repeats ou microssatélites)
na caracterizagao do germoplasma de Arachis.

Marcadores microssatélites sao ideais para aplicagdes no melhoramento de
plantas por sua natureza co-dominante, alto polimorfismo, riqueza em alelos, alta
heterozigosidade e conteudo informativo. Os microssatélites foram obtidos através
de metodologias de enriquecimento de bibliotecas génomicas para sequéncias
repetitivas contendo dinucleotideos AG/TC, ndao ocorrendo uma pré-selegcao por
hibridizagdo ou PCR-ancorado (Polymerase Chain Reaction). Foram sequienciados
598 clones a partir de uma unica biblioteca gen6mica enriquecida. Estes clones
foram processados com o auxilio de um script Perl (Sort chromats for microsats),
tendo como resultado a identificacdo total de 144 sequéncias com microssatélites
denominadas de contigs (hits). Apds analise de redundancia o numero de contings
reduziu para 138 e destes, apenas 80 (58%) tinham condigbes de desenhar
marcadores por apresentarem tamanho suficiente de repeticdo e suas posi¢cdes na
sequéncia serem adequadas para os desenhos dos pares de primers flanqueadores.
Dos 80 contigs supracitados, 56,25% (45 contigs) continham seqiéncias simples ou
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compostas com 12 ou mais repeticdes e tamanho médio de 26 motifs. A distribuicao
do tamanho das repetigcbes versus os numeros de contigs de um total de 45 s&o
mostradas na figura 01. Todos os cromatogramas que continham as sequéncias
repetidas foram previamente analisados e visualizados com o auxilio do programa
interativo Staden, cuja funcéo foi a de organizar e verificar as sobreposi¢cdes das
amostras, além de realizar a inspecao e edicdo manual das sequéncias. Os pares de
primers flanqueadores das regides repetidas foram desenhados com o auxilio do
programa Primer3 e os parametros especificos adotados (Tabela 01).

Distribuicdo do tamanho de microssatélites TC/AG
18
16
14
12
10
8 E

11-15 16-20 21-25 26-30 31-35

N° de contigs

[SEENIFNIYCY

Comprimento das repeticdes

Figura 01. Distribuigdo dos loci de
microssatélites desenvolvidos por método
de captura por hibridizagao. Os loci foram
agrupados pelos comprimentos de
repeticdes. A média do comprimento das
repeti¢cdes foi de 26 motifs.

Tabela 01. Parametros especificos selecionados para os desenhos dos primers SSR
no programa Primer 3.

Classes Parametros
Minimo Otimo Maximo
Tamanho do Primer 17mer 20mer 25mer
Temperatura de Ligagao 57°C 60°C 63°
Quantidade de GC no Primer 30% 70%
Tamanho do Produto 100 pb 300 pb

Todas as sequéncias obtidas através do sequenciamento foram analisadas
posteriormente através do programa Blast-X para se verificar homologia com
sequéncias depositadas no banco de proteinas de Arabidopsis thaliana. Entre as 576
sequéncias analisadas, 42 apresentaram homologia com algum gene, sendo destas,
13 oriundas de sequéncias com regides ricas em microssatélites (Figura 02). Entre
as sequéncias sem SSR foram encontradas homologias frequentes com
retrotransposons, sugerindo abundancia destes elementos no genoma de A.
hypogaea (Tabela 02 e 03).

Dos 80 pares de primers desenhados, 77 amplificaram os fragmentos com o
tamanho esperado em A. hypogaea. Em adicdo, 80% dos primers otimizados
apresentaram polimorfismos quando comparados com outras espécies do género



Arachis, entre elas, A. cardenasi, A.duranensis, A. sternosperma, A.batizocoi, A.
honey, A. ipaensis, A. magna.

Biblioteca Genbmica
598 clones sequenciados

A Sort Chromats
for Microsats

No-?itS |Hits

Pregap4 l
(qualidade)
144
Gap4 80 - Marcadores
Assembly SSR

340 138

Blast-X (A. thaliana)
E-value 10°®

311 sequéncias || 29 sequéncias 125 sequéncias | 13 seqiiéncias
sem Similaridade|lcom Similaridade| |sem Similaridade [[com Similaridade

Primer-3
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Figura 02. Fluxograma das etapas de analise computacional
das sequéncias de A. hypogaea.

Tabela 02. Resultado do Blast-X das sequéncias presentes na Pasta NO-HITS para
busca de similaridade contra um banco de dados local de gene de Arabidopsis
thaliana.

Homologias das sequiéncias de A. hypogaea sem SSR Frequeéncia encontrada

(E)<10°

Retroelement 20
hypothetical protein 4
topoisomerase Il 1
disease resistance protein, putative 1
Serine/threonine phosphatase PP7, putative 1
phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase isolog 1
putative auxin-induced protein 1
Homologias de genes encontrados 29
Homologias das seqliéncias de A. hypogaea com SSR Frequen(cg)ziig%ontrada
putative protein 6

retroelement 2
alpha subunit of F-actin capping protein 1
ATP dependent copper transporter 1
auxin-independent growth promoter, putative 1
serine/threonine kinase, putative 1
Tic22, putative 1
Homologias de genes encontrados 13
Apoio Financeiro: Universidade Catodlica de Brasilia (UCB), Funarbe e Protetab.
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Introducéo

O género Arachis tem nove seccbes taxondmicas (Krapovickas, 1994). A
compatibilidade em cruzamentos e a viabilidade do polen de hibridos interseccionais
orientam a distribuicdo das espécies pelas seccdes. Conforme a literatura, hibridos
interseccionais sado estéreis. As espécies da seccao Erectoides despontam pela
resisténcia a pragas (Subrahmanyam, 1985; Stalker, 1983), pela alta capacidade
regenerativa de A. paraguariensis (Still, 1987), que contrata com a baixa capacidade
regenerativa de A. hypogaea (Mansur, 1995) e por sua cruzabilidade intersecional.
Desde 1997 vem sendo realizado um programa de hibridag¢des interespecificas, na
Embrapa Recursos Genéticos, incluindo a hibridagdo entre A. paraguariensis
(acesso V 7677), da secgao Erectoides, e A. pflugeae, nova espécie (V 13589), da
seccao Procumbentes. A eficiéncia neste cruzamento foi de 34,21% (Teixeira, 1999).
A viabilidade de podlen dos hibridos variou de 10 a 68% e foram produzindo
sementes F,, documentando a primeira hibridagao interseccional fértil no género. Na
sequéncia desses estudos, pretende-se (1) analisar as caracteristicas morfoldgicas e
citogenéticas dos hibridos F», incluindo individuos derivados de novas colheitas das
plantas F4, que sdo perenes e permanecem disponiveis em ambiente controlado.
Além disto, pretende-se (2) verificar o comportamento de hibridos entre o acesso de
A. paraguariensis utilizado (V 7677) e outros dois acessos, representando as
subespécies paraguariensis e capibarensis, (3) de A. pflugeae com os mesmos
representantes dessas duas subespécies e (4) do acesso de A. paraguariensis V
7677 com espécies da secgao Arachis eventualmente vinculadas a origem do
amendoim. Por fim, pretende-se estudar as relacbes de cruzabilidade de A.
paraguariensis (V 7677) e de A. pflugeae (V 13589) com A. vallsii, espécie cuja
localizagédo original na secgao Procumbentes vem sendo contestada por recentes
resultados de analises citologicas e exomorfologicas ( Lavia, 1999). Em suma, trata-
se de investigar a possibilidade de estabelecimento de uma cadeia de espécies-
ponte, que permitam, na sequéncia de cruzamentos, a transferéncia de caracteres
presentes em representantes das seccdes mais primitivas e distantes a seccéao
Arachis e ao amendoim, ampliando as oportunidades de melhoramento por via
sexual.

Material e Métodos

Para atender aos objetivos deste trabalho foram montados 2 experimentos e
em outubro de 2004 sera montado um terceiro. No experimento 1, analisou-se
alguns caracteres morfolégicos dos progenitores (Tabela 1), dos hibridos F; e de
individuos da populacdo F, colhidos nos anos de 2000 e 2001, na busca de
informagdes quanto a dominéncia e a segregacdo. Analisou-se a presenca de
antocianina no calice e no hipanto, a cor do calice e das asas, a relagao
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comprimento/largura de foliolo e a presenca de pélos na folha. As observagdes e
medicdes foram feitas de acordo com a natureza dos caracteres. O experimento 2 foi
dividido em 2 etapas. Na primeira etapa, em 2002-2003, fez-se cruzamentos
envolvendo as secgbes Erectoides, Procumbentes e Arachis, para analise do
comportamento de hibridos entre o0 acesso usado de A. paraguariensis e outros dois
acessos da espécie; de A. pflugeae com os mesmos representantes de A.
paraguariensis, e do acesso inicial de A. paraguariensis com espécies da secg¢ao
Arachis. Houve 19 combinacbes entre 15 espécies, sendo 4 de Erectoides, 2 de
Procumbentes e 9 de Arachis. Espécies de Erectoides foram cruzadas entre si e com
A. pflugeae, e o acesso V 7677 com todas as espécies envolvidas, sempre como
planta mae. Arachis stenophylla (Erectoides), A. pflugeae e as espécies da secg¢ao
Arachis foram doadoras de pdlen. Na segunda etapa, que encontra-se em fase de
desenvolvimento, estdo sendo realizados cruzamentos entre A. vallsii, acesso V
7635, da seccdo Procumbentes, e espécies das seccbOes Erectoides e Arachis
(Tabela 2). No experimento 3, que sera montado no segundo semestre de 2004,
serdo analisadas a cruzabilidade das espécies envolvidas na 2% etapa do
experimento 2, através das possiveis plantas F4, que serdo analisadas quanto a
morfologia e citogenética, além de testados quanto a viabilidade do pdlen.

Tabela 1. Acessos envolvidos em cruzamentos, com populagdo segregante
disponivel para avaliagao

Alt.
(m)

A. paraguariensis parag. 017621 V 7677 Bela Vista - MS 22°08'S 5634'W 220
A. pflugeae 032875 V 13589 Porto Murtinho - MS 21°44'S  5725'W 190

Espécie BRA Coletor Municipio Lat. Long.




Tabela 2. Espécies e acessos envolvidos nos cruzamentos que estdo sendo
realizados na Embrapa Recursos genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.

Seccao Acesso Espécie
Proc X Arac (A) V 7635 X V 14309 A vallsii. X A. villosa

V 7635 X V 14167 A vallsii. X A. duranensis

V 7635 X V 10229 Avallsii. X A. stenosperma

V 7635 X Vp 5000 A vallsii. X A. diogoi

V 7635 XV 1302-3 A vallsii. X A. cruziana
Proc X Arac (B) V 7635 X V 14707 A. vallsii X A. magna

V 7635 X K 30076 A. vallsii X A. ipaénsis

V 7635 X V 6389 A. vallsii X A. gregoryi

V 7635 X K 9484 A.vallsii X A. batzocoi

V 7635 X V 13514 A vallsii. X A. valida

V 7635 X K 30006 A. vallsii X A. hoehnei

V 7635 X V 9094 A. vallsii X A. hoehnei cf. aff.

V 7635 X V 9140 A. vallsii X A. hoehnei cf. aff.

V 7635 X V 9146 A. vallsii X A. hoehnei cf. aff.

V 7635 X V 13985 A. vallsii X A. hoehnei cf. aff.
Proc X Arac 18 V 7635 X V 9955 A. vallsii X A. decora

V 7635 X V 13023 A. vallsii X A. palustris

V 7635 X V 14682 A. vallsii X A. praecox
Proc X Arac (A + B) V 7635 X V 14165 A. vallsii X A. monticula
Proc X Erec 18 V 7635 X V 7303 A. vallsii X A. porphyricalix
Proc X Erec V 7635 X V7677 A. vallsii X A. paraguariensis parag.
Proc X Proc V 7635 X V 14050 A. vallsii X A. pflugeae

Resultados e Discusséao

Experimento 1 - Observou-se, em F;, a domindncia de presenca de
antocianina no calice e no hipanto e presenca de pélos na folha, com segregacéo
destas caracteristicas na proporcao de 3:1 em F,. A cor do estandarte em F; foi
intermediaria a dos progenitores e em F, houve segregacdo acima de 15:1,
sugerindo a influéncia de mais de um gene. A relagdo comprimento/largura do foliolo
mostrou-se préxima a média (4,50) dos progenitores, variando de 3,96 a 5,64 em F;4
e em F, de 3,44 a 8,60. Alguns individuos mostraram comprimento/largura do foliolo
acima dos valores do progenitor de maior relagao (A. pflugeae), sugerindo heterose
para o carater. No momento esta sendo realizada a caracterizagcdo morfologica e a
analise de viabilidade de pdlen das 20 plantas resultantes de sementes F, colhidas
nos anos 2002 e 2003._Experimento 2 — etapa 1 - A alta germinagédo do pdlen, a
excegao de A. stenophylla (5%), indica ndo haver impedimento para a fertilizagao.
Foram 1616 polinizagdes, variando o numero entre as combinagdes, conforme a
floragcdo dos genitores. Os primeiros resultados mostram que, a exceg¢do da
combinagdo que envolveu A. stenophylla, todas formaram frutos. Mas, dos 1012
segmentos de frutos, apenas 415 tinham sementes. A maioria dos frutos vazios foi
observada nos cruzamentos com espécies da seccdo Arachis. Dentre as sementes
F1 que germinaram, encontram-se sendo analisadas quanto a morfologia e
citogenética, além de testados quanto a viabilidade de pdlen, 51 plantas dos
cruzamentos entre os acessos V 7677 x V 14050 (24 plantas), V 7560 x V 13589 (13
plantas), Sv 3809 x V 13589 (12 plantas), V 7677 x Sv 3809 (1 planta) e V 7677 x V




13589 (1 planta). Apos estas avaliagbes podera ser constatada a cruzabilidade real
entre estas espécies.

Referéncias Bibliograficas

KRAPOVICKAS, A.; GREGORY, W. C. Taxonomia del género Arachis (Leguminosae). Bonplandia,
Corrientes, v. 8, p. 1-186, 1994.

LAVIA, G.I. Evidencias cromosomicas para la reubicacion taxondmica de Arachis chiquitana y A. vallsii.
In: CONGRESSO NACIONAL DE GENETICA, 45, 1999, Gramado. Programa e Resumos ...
Gramado: SBG, 1999. p.118. (Genetics and Molecular Biology, v.22, n.3, Supplement, p. 118).
MANSUR, E.; LACIRTE, C.; KRUL, W.R. Peanut Transformation. In: Methods in Molecular Biology. v.
44: Agrobacterium Proticols. Edited by: K.M.A. Gartland & M.R. Davey Humana Prest Inc. Totowa,
NJ. 1995. p. 87-100.

STALKER, H. T. & CAMPBELL, W.V. Resistance of wild species of peanut to na insect complex.
Peanut Sci. 10: 30-33. 1983.

STILL, P.E.; PLATA, M.l;; CAMPBELL, R.J.; BUENO, L.C.; CHICHESTER, E.A.; NIBLETT, C.L.
Regeneration of fertile Arachis paraguariensis plants from callus and suspension cultures. Plant Cell
Tissue Organ. Cult. 9: 37-43. 1987.

SUBRAHMANYAM, P.; GHANEKAR, A.M.; NOLT, B.L.; REDDY, D.V.R.; McDONALD, D. Resistence
to groundnut diseases in wild Arachis. In: Proceedings of analnternational Workshop on Cytogenetics
of Arachis. International Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics (ICRISAT), Pataancheru,
India. P. 49-55. 1985.

TEIXEIRA, C. C. Estudo da cruzabilidade de espécies das secc¢des Caulorrhizae, Erectoides e
Procumbentes do género Arachis (Leguminosae). Dissertacdo de Mestrado, Instituto de Biociéncias,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, SP, 1999. 93p.



ADAPTABILIDADE E PRODUTIVIDADE DE Arachis SP. NO EXTREMO SUL DA
BAHIA

Moreno-Ruiz M.A.; Santana J.C. de.

Comisséao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira/Centro de Pesquisas do Cacau, Caixa Postal 07,
45.600-970, Itabuna, Ba, Brasil.
e-mail mruiz@cepec.gov.br

O agrossistema Extremo Sul, com 30.420 km? tem um grande
potencial para as atividades agropecuarias e silviculturais. A pecuaria ocupa 68%
(2.089.854 ha) com pastagens que sustentam aproximadamente 2.000.000 de
cabecgas de gado bovino. Todavia, considera-se que 50% dessas pastagens se
encontram em processo de degradacgao. Isto € consequéncia do uso inadequada da
tecnologia de manejo disponivel para manté-las em niveis de produtividade e
sustentabilidade satisfatérios.

Esta demonstrado que pastagens como essas podem ser melhoradas, quanto
a producédo e qualidade, com o uso de fertilizantes, principalmente os nitrogenados,
pela introducdo de espécies adaptadas com maior potencial de producido ou pela
introducdo de leguminosas forrageiras que estabelecendo efetiva associagao
simbiética com as bactérias do género Rhizobium, adicionam quantidades
expressivas de N ao sistema solo-planta-animal e, por outro lado, apresentam maior
valor nutritivo e digestibilidade do que as gramineas.

O amendoim forrageiro (Arachis pintoi) cv Belmonte € a leguminosa forrageira
mais amplamente distribuida nos ultimos anos nos Tabuleiros Costeiros do Sul da
Bahia. No entanto o cultivar “Amarillo” comercial € o mais divulgado nas zonas
tropicais das Américas e da Australia. Embora a genética do amendoim forrageiro
seja pouco conhecida, por ser ainda em sua maioria silvestre, sabe-se que sua base
genética em monocultura € muito estreita, correndo sérios riscos potenciais de sofrer
ataques devastadores por pragas, com as consequentes perdas de adaptacéo,
producdo, qualidade e erosao genética. Por tanto, € importante introduzir e
selecionar germoplasma que se adapte as condi¢des edafoclimaticas deste
ecossistema, com o objetivo de ampliar a base genética e aumentar a producgao e
produtividade da pecuaria regional.

Materiais e Métodos

Na Estacdo de Zootecnia do Extremo Sul - Essul - (16°39'S, 39° 30" 0), a 120
m.a.n.m., precipitacdo anual media de 1312 mm e temperatura média de 23°C, foram
avaliados 27 acessos de Arachis sp provenientes da EMBRAPA/ CPAC, o acesso
00001 cv Belmonte da Ceplac/Cepec e o acesso 00002, coletado na Fazenda
Ourocimbo. A. pintoi, cvs Belmonte e “Amarillo” (BRA 13251) foram as testemunhas
local e experimental, respectivamente. Os 29 acessos (tratamentos) foram alocados
em blocos ao acaso, com quatro repeticbes em arranjo fatorial (2 épocas x 29
acessos) sobre latosolos com pH 4,9; 1 ppm de P; 0,6; 0,5 e 0,1 meqg/100g de Ca, K
e Al respectivamente. Cada unidade experimental (parcela de 3m x 2,5m) esteve
constituida por 5 linhas espagadas de 0,5m. O solo foi arado a 0,20m, gradeado
convenientemente e sulcado. No fundo do sulco foram aplicados 40 kg/ha de P,0s5
(superfosfato simples). A semeadura foi feita com material vegetativo (estoldes). Um
ano apos o inicio das amostragens para determinar produ¢ao de matéria seca (MS)
foi feita adubacédo de reposicdo com 40 kg/ha de P20s. As avaliagdes foram feitas a



cada 4 - 8 semanas até o estabelecimento em 09.11.2000, quando se deu inicio as
avaliagdes das variaveis: altura das plantas (cm), deslocamento lateral (cm), numero
(n°) de flores (marco de 0,25 x 0,25m) e corte a 3 cm de altura do relvado, para
determinagcdo da producdo de MS a cada 6 semanas. Os resultados foram
submetidos a analise univariada e multivariada para as épocas de minima e de
maxima precipitagao pluvial.

Resultados:

Periodo de Estabelecimento: Foi muito lento e fez-se necessario replantio
de varios acessos. Dos 29 acessos avaliados (Tabela 1), sé dois n&o se
estabeleceram satisfatoriamente (BRA 30325 e 30252) em duas das quatro
repeticdes, apesar do tempo transcorrido (superior a 16 semanas) no momento do
corte de nivelamento (09.11.2000) para dar inicio as amostragens de produgao de
MS. Nessa amostragem a cobertura variou entre 80 e 100% e altura das plantas
entre 5 cm e 39 cm. (dados nao apresentados). Observou-se também presencga e
auséncia total de flores, assim como presenga de antracnose (Colletrotrichum
gloesporoides) e antracnose (Cercospora sp.).



Tabela 1. Acessos de Arachis sp.; médias da produgao (kg/ha) de matéria seca total
e nas épocas de maxima e minima precipitacado e classificagdo por grupos. Essul,
Itabela, Ba.

Acesso Producéo de MS Grupo Producédo de Matéria Seca
BRA n° Total Epocade maxima | Epocade minima
00001’ 964,03 a° 1 (0,60)* 1.198,2 a 729,86 a
31534 849,58 ab 1 (0,60) 1.029,3 ab 669,89 ab
31828 821,30 abc 2 (1,00) 1.023,5 abc 619,06 abc
15121 729,33 abcd 3 (0,66) 1.032,7 ab 426,01 abcde
31496 718,82 abcd 3 (0,66) 973,9 abcd 463,72 abcde
00002 701,72 abcde 3 (0,66) 883,5 abcde 519,97 abcd
15598 667,66 bcdef 3 (0,66) 894,4 abcde 440,88 abcde
30945 637,75 bcdefg 3 (0,57) 930,8 abcde 344,75 bcde
32328 612,81 bcdefg 4 (0,55) 913,6 abcde 311,99 cde
30333 607,45 bcdefg 4 (1,00) 772,3 bcde 492,64 abcde
31135 596,56 bcdefg 4 (1,00) 766,3 abcde 426,86 abcde
22683 577,96 bcdefg 4 (1,00) 809,9 abcde 346,06 bcde
32409 574,30 bcdefg 4 (1,00) 737,8 abcde 410,82 abcde
30929 564,98 cdefg 4 (1,00) 769,8 abcde 360,18 bcde
30368 558,02 bdefg 5 (0,76) 826,6 abcde 289,39 cde
30899 554,71 cdefg 5 (0,76) 848,7 abcde 260,76  de
32107 527,01 defg 5 (0,76) 775,7 abcde 278,34 de
32310 487,79 defg 6 (0,52) 623,3 bcde 352,26 bcde
30597 478,50 defg 6 (0,52) 641,1 bcde 315,91 cde
30872 469,03 defg 6 (0,52) 620,4 bcde 317,65 cde
30252 460,53 defg 5 (1,00) 724,3 bcde 196,76  de
31127 450,45 defg 6 (0,52) 636,0 bcde 264,94 de
31801r 447,90 defg 6 (1,00) 570,0 bcde 325,84 cde
31861r 446,55 defg 6 (1,00) 566,5 bcde 326,58 cde
30988 423,64 efg 6 (0,52) 578,3 bcde 268,99 de
132512 420,64 efg 6 (0,52) 591,4 bcde 249,92 de
31542 392,33 fg 6 (0,52) 505,5 e 279,20 de
30546 374,41 g 6 (1,00) 511,6 de 237,22  de
30325 363,45 g 6 (1,00) 556,8 cde 170,13 de
Média 568,25 767,65 368,85

CcVv 26,31 22,32 33,58

' Testemunha local, cv Belmonte;

2 Testemunha experimental, cv “Amarillo”;

® Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre se (Tukey 5%);
* Probabilidade de pertencer ao grupo; ' Repens.

Periodo de Producdo:

Producdo de Matéria Seca (MS) - A analise de variancia da produgdo de MS total
revelou que houve diferenca (P< 0,0001) para: época e acesso e que a interagao
época x acesso nao foi diferente (P< 0,1663). Para auxiliar a analise do teste de
médias (Tukey 5%), classificaram-se os acessos dentro de grupos com base na
variavel produgédo (MS), utilizando-se da analise discriminante ndo paramétrica pelo
método “K-nearest-neighbor’ (Método do vizinho mais préoximo, K=3) através do
procedimento DISCRIM (SAS/STAT, p 360, 1987), onde a matriz da covariancia
conjunta é usada para calcular a distancia de Mahalanobis. Na Tabela 1, pode-se




observar que os 29 acessos foram classificados em 6 grupos, definidos através da
maior probabilidade de pertencer a um determinado grupo; a produ¢do média global
(produgao nos periodos de maxima e de minima precipitagado) variou entre 964,03
kg/ha para o cv Belmonte testemunha local, classificada no grupo 1 com 0,60 de
probabilidade, e 363,45 kg/ha do acesso BRA 30325 que apresentou a menor
producao e foi classificada no grupo 6 com 1,0 de probabilidade.

Observa-se também que o cv “Amarillo” (BRA 13251), testemunha
experimental, apresentou baixa produgéo e foi classificado no ultimo grupo, o que
nao era esperado, ja que este tanto quanto o acesso 00002 e a testemunha local o
cv Belmonte, apresentam caracteristicas morfologicas e habitos de crescimento
muito semelhantes e tem aproximadamente, a mesma regido geografica de origem,
a foz do rio Jequitinhonha, no municipio de Belmonte. Por outro lado os acessos
classificados nos grupos 1, 2 e 3 diferentes do cv Belmonte, apesar de também,
morfologicamente serem dificeis de ser distinguidos e estatisticamente suas
producdes ndo serem diferentes, ha alguma variabilidade, podendo-se constituir em
novas opgdes de germoplasma para ampliar a base genética, (especialmente se
levarmos em conta seu desempenho na época de minima), desta leguminosa
altamente promissora para melhorar a qualidade da dieta do animal e
consequentemente a produtividade do rebanho bovino regional

Na Tabela 1, pode-se observar que durante a época de minima quando a
precipitacdo diminui e as temperaturas diuturnas sdo menores, fatores estes que
provocam menor desenvolvimento das plantas e por tanto menor produgdo de MS,
destacou-se o cv Belmonte e os acessos BRA 31534, 31496, 15598, 30333 e o
acesso 00002, por apresentar produgao, mais ou menos igual aos 50% da época de
maxima, o que indica um bom balanco na producdo de MS durante as duas épocas
do ano; essa sustentabilidade da produg¢do, quando o rebanho precisa de maior
disponibilidade de alimento volumoso no campo, representa uma vantagem
comparativa sobre os demais acessos, constituindo-se em um fator de desempenho
que deve ser levado em conta como critério de adaptacdo e selecdo, pois,
possivelmente esteja ligado a sua constituicdo genética.

Conclusdes:

Ha variabilidade entre acessos de Arachis sp.

Por sua adaptacdo e produtividade, recomenda-se para experimentos em
parcelas maiores, com animais em pastoreio, em monocultura ou em consorciagao,
os acessos: BRA 31534, 31496, 15598, 30333 e, o acesso 00002 da Ceplac/Cepec,
por seu desempenho durante as épocas de maxima e de minima precipitacdo
pluvial.
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CONSERVACAO DE GERMOPLASMA SEMENTE DE AMENDOIM (Arachis
hypogeae L.) A LONGO PRAZO NO BRASIL

Wetzel, M. M. V.; Silva, D. B.; Valls, J. F. M.; Pais O. V.

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.Caixa Postal 02372, CEP. 70.770-900, Brasilia, DF,
Brasil. magaly@cenargen.embrapa.br

Introducéo

O amendoim (Arachis hypogeae L), originario da América do Sul, € uma fonte
importante de proteina para dieta do povo brasileiro. A ampla variabilidade genética
€ condigao essencial para obtencao sistematica de novas cultivares com melhores
produtividade, adaptadas as diversas condigdes ecoldgicas do pais e com maior
resisténcia a doengas e pragas. As atividades do manejo dos recursos genéticos,
que visam a disponibilizacdo do material genético para a criagdo de novas cultivares,
dispéem as colegdes de germoplasma em trés categorias: a) Colecdo de Trabalho —
com variabilidade genética restrita; b) Colecédo Ativa — com acessos para atender
as exigéncias atuais do melhoramento; c) Colecao de Base — de ampla abrangéncias
visando assegurar e atender os interesses futuros do melhoramento do amendoim,
no pais. O Banco Ativo de Germoplasma de Amendoim (BAG - Amendoim) esta
localizado no Instituto Agronémico de Campinas (IAC), responsavel pela
manutengao das Colegdes de Trabalho e a Ativa, conservadas a curto e médio
prazo. A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia € responsavel pela
conservagao de Amendoim a longo prazo e pela documentagéo de seus dados no
Sistema Brasileiro de Informagdo de Recursos Genéticos (SIBRARGEN). A
conservagao de germoplasma semente a longo prazo € um dos objetivos principais
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Esta atividade é desenvolvida
através do armazenamento de colegcbes de sementes de acessos de varias
espécies, constituindo-se na Colegcdo de Base de Germoplasma Semente,
COLBASE, que junto com a colecao de germoplasma conservada in vitro, forma o
Banco Base de Germoplasma do Sistema Embrapa, criado em 1976. A COLBASE
tem como objetivo, garantir por muitas décadas, a sobrevivéncia das sementes de
espécies ortodoxas de interesse socioeconbémico, assegurando desta forma, a
manutencgao das fontes basicas para a alimentagao e para agricultura. As sementes
ortodoxas sédo aquelas que toleram o dessecamento a baixos teores de umidade (3%
a 7%), sem danos a sua viabilidade, permitindo o seu armazenamento em camaras
frias com temperaturas subzero (-20° C). O objetivo deste trabalho foi avaliar a
situacdo da Colecao de Base de amendoim conservada pela Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia e apresentar o acervo de recursos genéticos desta
espécie, conservados a longo prazo no Brasil.

Metodologia

Em 2003, realizou-se junto ao SIBRARGEN, um inventario dos processos de
incorporagao de germoplasma de amendoim na COLBASE no periodo de 1983 a
2003. Foram levantadas as informacbdes referentes ao numero de acessos
incorporados, procedéncia e resultados da monitoragao da viabilidade das sementes.
A Colecdo de Base da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia possui
atualmente 93.845 acessos de 745 espécies vegetais. A colegao de Base tem sido
composta e enriquecida por germoplasma semente provenientes de coletas,
intercambio e dos Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs), integrantes do Sistema
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Nacional de Pesquisa Agropecuaria. Todas as amostras de germoplasma semente
recebidas na Colegdo de Base sado registradas e identificadas por um cdédigo
numérico de acesso (BRA), por género e espécie, usando o sistema de codigo de
barra. Além disso, sao adicionadas as informacbes referentes a data de
armazenamento, teor de umidade, quantidade de sementes, percentagem de
germinagao, qualidade fitosanitaria e localizagdo nas camaras (Faiad et al., 2001). A
conservagao de germoplasma semente na Colecdo de Base, segue os padrdes
internacionais de qualidade estabelecidos pelo Instituto Internacional de Recursos
Fitogenéticos - IPGRI (IPGRI, 1994) com pequenas adaptacdes (Faiad, et al., 1998).
Apobs conferir a documentagédo dos acessos, sao realizadas as seguintes operagoes:
limpeza, homogeneizagcdo, amostragens para analises, teste de umidade, secagem,
teste de germinacgao, teste de sanidade, embalagem hermética, identificagdo com
etiqueta de codigo de barra e armazenamento em cadmaras frias mantidas a —20° C.
Sao armazenadas de 1500 a 2000 sementes/amostra com percentagem de
germinacgao superior a 75%. Durante o armazenamento séo realizadas monitoragdes
periodicas para avaliar a qualidade fisiologica e sanitaria das sementes.

Resultados

No periodo de 1983 a 2003, foram incorporados 681 acessos de
germoplasma de amendoim na COLBASE. Destes, 527 foram procedentes do BAG
— Amendoim/IAC e 154 de coletas realizadas pela Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia com a colaboragao de outras instituigdes. Setenta e um por cento dos
acessos possuem mais de 1000 sementes, atendendo os padrées pré-estabelecido
para conservagdo a longo prazo. Cento e noventa e nove acessos, oriundos,
principalmente de coletas devem ser multiplicados. As maiores taxas de
incorporacao de acessos, 39,35% e 43,02%, foram observadas nos anos de 1985 e
1986, respectivamente.

De acordo com a FAO (1988), existem 81.186 acessos de germoplasma do
género Arachis conservados em varios paises. Désseis por cento destes acessos
encontram-se conservados a longo prazo: 8.020 nos Estados Unidos da América;
2.991 na india/ICRISAT, 2.186 na China e 681 no Brasil. Apesar do Brasil ndo se
colocar entre os sete maiores detentores de acessos conservados deste género,
podemos considerar que o pais ocupa uma posicao de destaque em relacdo a
conservagao a longo prazo. Porém, maiores esforcos devem ser colocados para
aumentar o numero atual de acessos da colecéo, incluindo também, outras espécies,
inclusive as nativas do Brasil.

Os resultados da monitoracdo da viabilidade das sementes de 487 acessos
(Tabela 1), indicam que apos 17 - 18 anos de armazenamento em cémara fria (-
20°C), os acessos incorporados com poder de germinagcdo entre 75% a 84%,
(padrao aceitavel) mostraram redugéo de viabilidade em torno de 13% e aqueles
com poder de germinagao entre 85% a 100% (padréo preferivel), mostraram reducao
de 2,46% a 5,37%. ApoOs dez anos de armazenamento, pode ser observada redugao
de 3,19% para dez acessos incorporados com poder de germinagao entre 85% a
100%. Estes resultados mostram uma tendéncia de redugédo de viabilidade do
germoplasma conservado a longo prazo, mesmo quando as sementes apresentam
altas taxas de viabilidade inicial. Diversas razdes podem estar envolvidas para
explicar a perda da viabilidade das sementes, desde causas ocorridas durante a
producao e colheita como também, no beneficiamento e pré-armazenamento, as
quais nao temos informacdes suficientes para discuti-las. Contudo, a redug¢do do



poder de germinagéo ainda nao atingiu o valor critico (redugéo de 15% do poder de
germinagao inicial), para que estes acessos sejam enviados para a regeneragéo no
BAG. Considerando que a esta discussdo esta sendo embasada em resultados
médios do poder de germinagdo de grupos de acessos, sugere-se que as
monitoragdes para amendoim sejam realizadas a intervalos iguais ou inferiores a 10
anos. Apesar da redugdo no poder de germinagdo, esta colecdo encontra-se bem
armazenada e disponivel para intercambio, em consonancia com a lei de Acordo de
Transferéncia de Material, vigente no pais. Para ampliar a sua utilizagédo, sugere-se
a elaboragao de colegdes nucleares e estudos de caracterizacoes.

Tabela 1. Monitorag&o da viabilidade de acessos de amendoim conservados a longo
prazo na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Viabilidade Anos de No de Poder de germinacdo  Reducéo da
inicial (%) armazenamento acessos (%) viabilidade

Inicial Atual (%)

75-84 17 25 80,72 70,36 12,83

18 17 80,77 70,06 13,25

85-100 10 92 93,99 90,99 3,19

17 239 94,26 90,53 2,46

18 114 93,90 88,88 5,37

Conclusdes

1- No periodo de 1983 a 2003, formam incorporados pela Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia 681 acessos de amendoim para serem conservados a
longo prazo.

2- A maioria dos acessos introduzidos (77%) foram procedente do Banco Ativo de
Germoplasma do Instituto Agrondmico de Campinas.

3- Apos 17 - 18 anos de armazenamento, 42 acessos incorporados com poder de
germinagao entre 75% a 84%, (padrao aceitavel) mostraram redugéo de viabilidade
em torno de 13% e 445 acessos com poder de germinagéo entre 85% a 100%
(padréao preferivel), mostraram reducao de 2,46% a 5,37%.

4- A reducao do poder de germinagao ainda nao atingiu o valor critico (reducao de
15% do poder de germinacgao inicial), para que estes acessos sejam enviados para a
regeneracao no BAG, podendo-se assim, concluir que esta colecdo encontra-se
armazenada em condi¢des adequadas.
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INTRODUCAO

Espécies perenes do género Arachis, vulgarmente conhecidas como
amendoim forrageiro, tém merecido atengao especial nos ultimos anos, devido a seu
potencial como cobertura viva de solos e para um manejo adequado de pastagens
tropicais. Embora esta cultura desperte grande interesse para pesquisadores e
produtores rurais em geral, sua adogdo em larga escala nos tropicos ainda é
insipiente (Kerridge, 1994). Novos acessos de carater selvagem merecem atenc¢ao
especial, principalmente em relagdo a suas capacidades de adaptagao em diferentes
condi¢cbes edafo-climaticas, além de direcionar prioridades de pesquisa no sentido
de se verificar a contribui¢cao real do género Arachis spp. para a melhoria do solo nos
diferentes sistemas de produgao agricola.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi comparar o desenvolvimento de 12 acessos de
Arachis spp. nas condi¢gdes ambientais do Rio de Janeiro, com base na velocidade
de crescimento, na producdo de matéria seca e no acumulo de nitrogénio na
biomassa da parte aérea.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido no campo experimental da Embrapa Agrobiologia
(BR 465 - km 7), municipio de Seropédica (RJ). O clima local (Aw, na classificagao
de Kdppen) é tropical quente e umido, com precipitacao e temperatura (média anual)
de 1.226 mm e 22,6°C, respectivamente. Foram plantados 12 acessos de Arachis
spp., coletados desde a Bahia até a Argentina e gentilmente cedidos pela Embrapa
Cerrados. As mudas foram plantadas no campo em margo de 2000, em Argissolo
cuja analise quimica de amostra de terra (profundidade de 0-20 cm) apresentou: pH
em agua (1:2,5): 4,9; concentragdo de A", Ca** e Mg?* (cmol/dm®): 0,1; 2,5 e 1,4
respectivamente; P e K (mg/kg): 3 e 95; N, C e M.O. (%): 0,12; 1,04 e 1,79
respectivamente. Na ocasido do plantio foram adicionados, por cova, 50g de fosfato
de rocha de Patos de Minas, 10g de FTE BR12 e 25g de calcario dolomitico. As
plantas ndo foram inoculadas com Rhizobium ou fungos micorrizicos e nao
receberam adubacgao de cobertura. O espagamento foi de 1 x 1m entre covas, e o
delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso com quatro repeti¢oes.

As plantas foram avaliadas quanto a velocidade de crescimento (cobertura do
solo) medindo-se mensalmente os didmetros (em dois sentidos) de ocupacgao de
cada muda no solo, até que atingissem a area maxima disponivel (1 m?). Com o solo
totalmente coberto e a cultura ja estabelecida, amostras foram coletadas por meio de
cortes na biomassa vegetal (parte aérea) em diferentes épocas. A partir do 4° corte
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toda a biomassa cortada era retirada das parcelas experimentais, ao contrario dos 3
anteriores, quando o material era reincorporado ao sistema. Foi determinado o peso
de matéria seca, de onde foram retiradas sub-amostras para determinacédo do teor
total de nitrogénio. O N total foi determinado do extrato obtido pela digestdo umida,
baseado na oxidagao Kjeldahl (Bremner, 1965). O acumulo de N foi estimado, para
cada 11Jm dos 12 acessos, em funcdo da quantidade de matéria seca produzida, em
kg ha".

RESULTADOS

Observou-se que A. repens (BRA 031861 e BRA 031801) e os acessos BRA
031828 e BRA 031496 fecharam a area com maior rapidez, levando de 6 a 7 meses.
Um grupo apresentou comportamento intermediario, com padrées similares de
crescimento, enquanto que os acessos BRA 030333, BRA 022863 e BRA 015121
tiveram um crescimento mais lento (Figura 1).

BRA 031542 | abc

BRA 013251 | be

BRA 015121 |©
BRA 030333 ¢
BRA 031155 | be

BRA 022863 | o
BRA 031143 | abe

BRA031828 [ Jab

BRA 030368 | abe

BRA 031801 [ @b

BRA 031496 [ jab

BRA 031861 [ a

T T T T T
6 7 8 9 10

Tempo (meses) de cobertura do solo

Figura 1. Tempo de cobertura (velocidade de ocupagéo) do solo.

O espagamento adotado (1 x 1m) permitiu um melhor acompanhamento da

velocidade de crescimento, porém apresentou desvantagens devido a quantidade
elevada de manutengdes necessarias até o fechamento da area.
Durante o ano de 2002 o acesso BRA 031496 obteve a maior produgao de
biomassa, com 14 Mg ha™' de matéria seca (MS), seguido por BRA 031861 e BRA
031828. Esses acessos sobressairam-se também no ano seguinte, produzindo em
torno de 9 Mg ha™. Com um acumulo entre 8 e 10 Mg ha™ em 2002 e de 6 a 7,5 Mg
ha' em 2003, os demais acessos ocuparam uma posicdo intermediaria, com
excecao de BRA 031542 (Figura 2).
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Figura 2. Producdo de matéria seca de 12
acessos de Arachis spp. em 5 cortes no
experimento (Média de 4 repetigbes). Valores
com a mesma letra, ou quando esta é ausente,
nao diferem entre si pelo teste de Tukey —
P>0,05; letras no topo das barras indicam
diferencgas, para a produgao acumulada).

As maiores concentragcdes de N na parte aérea foram de A. repens (acessos
BRA 031861 e BRA 031801), contendo até 40 g de N por kg de MS em seus tecidos.
Os demais acessos obtiveram em média 30 g kg™ de N. O acesso BRA 031861,
juntamente com BRA 031496, foi o que mais acumulou N na biomassa, com mais de
400 kg ha™ no ano de 2002 e 300 kg ha™' no ano seguinte (Tabela 1). Os que menos
produziram acumularam em torno de 200 kg ha™' ano” de N. Em associacdo com
gramineas, A. pintoi chega a acumular mais de 100 kg ha” ano™” de N, suficiente
para suprir as perdas deste nutriente em areas sob pastejo (Ibrahim & Mannetje,
1998).



Tabela 1. Acumulo de Nitrogénio na parte aérea de 12 acessos de Arachis spp. em 5
cortes no experimento (Média de 4 repetigcdes).

1° Corte 2° Corte 3°Corte 4° Corte 5° Corte
(dez 2001) (jul 2002) (dez 2002) (abr 2003) (nov 2003)

AcUmulo de N

ACESSO (kg /ha)

BRA 031861 181,43 a 109,82 352,14 a 147,72 a 189,15 a
BRA 031496 172,39 a 129,19 300,76 ab 134,69 a 174,93 ab
BRA 031828 142,87 a 113,77 267,84 abc 126,77 ab 173,65 abc
BRA 031801 160,88 a 99,81 230,26 abc 97,72 ab 151,9 abc
BRA 022863 131,88 ab 122,74 165,53 bc 127,01 ab 95,32 abc
BRA 031143 140,23 ab 106,41 151,83 ¢ 100,60 ab 114,01 abc
BRA 031155 125,41 ab 116,66 147,74 ¢ 93,94 ab 83,51 bc
BRA 030333 118,69 ab 125,88 140,50 ¢ 98,44 ab 78,84 ¢
BRA 030368 155,20 a 84,35 138,45 ¢ 91,87 ab 166,02 abc
BRA 015121 110,08 ab 97,73 159,49 bc 77,50 b 98,52 abc
BRA 013251 106,14 ab 82,32 133,72 ¢ 106,22 ab 103,23 abc
BRA 031542 57,89 b 65,64 147,96 ¢ 100,56 ab 105,92 abc

MEDIA 133,59 104,53 194,69 108,59 127,92

CV (%) 24,9 30,6 30,1 20,8 29,9

Valores com a mesma letra, ou quando esta é ausente, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey — P>0,05.

A variagdo no acumulo de N foi dependente da massa, devido a pouca
variabilidade entre as concentragbes. Parte deste N é derivado da fixagao bioldgica,
no entanto, as plantas devem estar reutilizando o nitrogénio via decomposi¢céo de
seus residuos. Dado o acumulo elevado de matéria seca de alguns acessos, espera-
se que parte do nitrogénio acumulado seja passivel de mineralizacédo e
disponibilizacido para outras culturas.

CONCLUSOES

Houve grande variagdo entre os acessos. A maior parte mostrou boa
adaptagao as condi¢des locais, com destaque para BRA 031496, seguido por BRA
031861 e BRA 031828, pelo elevado acumulo de material vegetal rico em N, aliado
ao seu rapido estabelecimento. Estes acessos ainda se mostraram persistentes,
suprimindo plantas invasoras e sem adubagdo de cobertura, sugerindo uma
eficiéncia na ciclagem de N do material senescente e um potencial como suprimento
a demanda nitrogenada de culturas agricolas. Estudos mais detalhados merecem
maior atencao, além da importancia de se avaliar diferentes fontes de germoplasma
para que seja possivel obter resultados mais promissores.

Apoio financeiro: CNPq
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Espécies do género Arachis tém sido utilizadas mundialmente na producéo de
oleos, como forragens, na alimentacdo como confeitos ou in natura, como planta
ornamental e como adubo verde. Pertencem a familia Leguminosae e se diferencia
dentro da mesma por possuir ginéforo ou “peg” com desenvolvimento geocarpico. A
taxonomia do género agrupa as espécies em nove segdes, segundo a morfologia, o
modo de reproducdo e a sua dispersdo (Krapovickas e Gregory, 1994). O centro
primario de origem do género é a regido planaltina entre o Mato Grosso do Sul e o
Paraguai (Gregory et al., 1980).

Arachis duranensis e A. stenosperma estdo abrigados na segado Arachis,
sendo que a primeira, acesso K 7988, foi coletada por Krapovickas em Campo
Duran, Salta, Argentina e a segunda, acesso V10309, foi coletada por Valls e
colaboradores, no municipio de Rondonopolis, BR — 364, oeste do rio Vermelho e
300m do acesso a Rondonodpolis (Krapovickas & Gregory, 1994). Ambas sé&o
diplodides (2n = 20) e possuem genoma “A”, caracterizado pela presengca de um par
de cromossomos que apresenta coloracao diferenciada e tamanho menor que os
demais cromossomos na célula (Favero, 2004).

O presente estudo tem por objetivo caracterizar morfologicamente genitores e
individuos das progénies F; e F, resultantes do cruzamento de Arachis duranensis e
A. stenosperma. Esta caracterizagao permite inferir a herdabilidade e correlagdo dos
caracteres avaliados, servindo de base para a utilizagdo das caracteristicas como
marcadores morfoldgicos em cruzamentos com tais caracteristicas contrastantes.

O experimento de caracterizagdo morfolégica foi conduzido na Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, nos meses de margo a abril de 2004.

Os caracteres analisados foram: comprimento e largura dos foliolos basal e
apical, comprimento do peciolo, comprimento do peciodlulo, comprimento da estipula
adnata e livre e largura da estipula, comprimento do hipanto, comprimento do calice
(labio superior e inferior), altura e largura do estandarte e da asa e a presencga de
antocianina no hipanto e no calice, cor do estandarte e da asa. Quatro folhas foram
medidas por planta sendo sempre considerada a terceira folha adulta e expandida,
contando-se a partir do apice do ramo. As cores do estandarte e da asa foram
determinadas de acordo com a escala de cores do Royal Horticultural Society Colour
Chart. Foi feita a andlise de variancia, para se obter os parametros genéticos e
calculou-se também a correlacdo de Pearson entre as caracteristicas avaliadas. Foi
estimada a herdabilidade no sentido amplo.

De acordo com a Tabela 1, observa-se que houve diferenga significativa entre
os tratamentos e um coeficiente de variagdo de 13,3%. Observou-se também
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(Tabela 2) que o coeficiente de variagdo para a maioria dos caracteres foi
considerada baixa, o coeficiente de correlacdo de Pearson (R?) considerado médio
(0,5 a 0,7) a alto (0,7 a 0,9). Nos casos em que o R? foi determinado como alto,
pode-se inferir que tais caracteristicas possivelmente apresentardo o mesmo padrao
aqui observado, quaisquer que sejam os conjuntos estudados. O mesmo nao pode
ser afirmado para dados com correlacdo de Pearson abaixo de 0,7. Na Tabela 2,
também é possivel observar a herdabilidade, sendo que a maioria dos caracteres
estudados apresentou valores de herdabilidade superiores a 0,80.

Tabela 1. Analise de varidncia dos caracteres observados.

Caracter P Valor R? CV% h? VarG
cor das asas <0,0001 0,99 0,48 0,9979 1,7273
cor do estandarte <0,0001 0,99 1,31 0,9979 22,4670
Comp. do hipanto <0,0001 0,85 17,63 0,7903 112,9392
Calice(comprimento) l.sup. <0,0001 0,60 10,29 0,5597 0,3258
Linf. <0,0001 0,63 9,08 0,5823 0,3978
Estandarte (cm) altura <0,0001 0,67 8,72 0,6177 1,2307
largura <0,0001 0,68 8,84 0,6220 2,1243
Asas comp. <0,0001 0,64 6,29 0,5806 0,3635
largura <0,0001 0,65 9,16 0,5914 0,3683
Antocianina hipanto  <0,0001 0,96 9,79  0,9452 0,5106
célice <0,0001 0,88 17,13 0,8447 14,8072
Comp. de Peciolo <0,0001 0,63 19,31 0,8562 0,9412
Comp. de Pecidlulo <0,0001 0,65 13,80 10,8470 4,2094
Foliolo basal comp <0,0001 0,65 10,39 0,8764 2,8786
largura <0,0001 0,69 10,62 0,8657 5,3520
Foliolo apical comp <0,0001 0,68 9,81 0,8701 3,8235
largura <0,0001 0,68 10,70 0,8195 0,7995
Comp. Das estipulas adnata <0,0001 0,56 15,72 0,8718 2,8848
livre <0,0001 0,67 12,34  0,8911 0,4084
Largura das estip.1/2 adnata <0,0001 0,73 13,30 0,8304 0,3575

Tabela 2. Valores de F, correlacdo de Pearson, coeficiente de variagao,
herdabilidade e variancia genética para os caracteres avaliados.

FV GL SQ QM F
Tratamento | 99 137,1718 1,3855 <0,0001
Erro 285 50,1993 0,1761

Total 384 187,3711

CV(%) = 13,3



cor cor
Caracter asa estan calsup comhip calinf esalt eslarg asacomp Asalarg Anthip antcal

cor estan 0,020

calsup 0,097 -0,143

comhip -0,075 0,024 0,208

calinf 0,014 -0,070 0,404 0,377

esalt 0,086 0,013 0,306 0,279 0,471

eslarg 0,118 0,020 0,348 0,415 0,388 0,605

asacomp -0,011 0,049 0,363 0,364 0,341 0,537 0,496

asalarg -0,027 0,050 0,200 0,303 0,276 0,531 0,464 0,452

anthip -0,036 -0,074 0,249 0,412 0,377 0,296 0,249 0,179 0,252

antcal -0,078 -0,108 0,232 0,230 0,288 0,265 0,188 0,158 0,232 0,714
PecCom -0,095 -0,144 -0,143 -0,141 -0,013 -0,223 -0,185 -0,110 -0,171 -0,015
PelCom -0,045 -0,017 -0,059 -0,032 0,023 0,020 -0,040 0,000 -0,021 0,071 0,078
FolCom -0,050 -0,003 0,092 0,052 0,026 0,001 -0,004 0,064 0,061 0,046 0,125
FolLg -0,057 0,117 0,109 0,088 0,013 0,069 0,019 0,078 0,056 0,108 0,134
FACom -0,056 -0,085 0,088 0,020 0,051 -0,014 -0,037 0,065 0,041 0,018 0,116
FALg -0,051 0,055 0,077 -0,045 0,009 -0,003 -0,046 0,021 0,024 0,085 0,174
CEAdn 0,034 -0,031 0,099 -0,000 0,020 -0,029 0,000 -0,018 0,074 0,106 0,151
CELiv 0,023 0,037 0,109 0,070 0,075 0,015 -0,014 0,012 0,060 -0,009 0,060
LgEAdN 0,020 -0,045 0,089 0,102 0,096 0,129 0,063 0,038 0,032 0,061 0,112

De acordo com a Tabela 3, pode-se observar que a maioria dos caracteres
relacionados a flor esta correlacionada positivamente. O mesmo pode ser observado
para os caracteres relacionados as folhas. Contudo, observa-se que a maioria dos
caracteres de flor ndo se correlaciona com os de folha. Caracteristicas de cor de flor
possuiram correlagdo significativa com poucos outros caracteres, indicando haver
poucos locos controlando este carater, e de maneira geral, segregando
independentemente dos demais caracteres. Para os caracteres fortemente
correlacionados, espera-se que haja ligagéao ou efeito pleiotrépico, mas € necessario
aumentar a amostra para poder evidenciar tais eventos.

Tabela 3. Correlagao de Pearson para todos os caracteres avaliados.

PecCom PelCom FolCom FolLg FACom FALg CEAdn CELiv

PelCom 0,619

FolCom 0,455 0,558

FolLg 0,243 0,507 0,776

FACom 0,476 0,561 0,922 0,715

FALg 0,247 0,507 0,729 0,823 0,760

CEAdn 0,369 0,289 0,324 0,147 0,330 0,153

CELiv 0,083 0,248 0,545 0,437 0,574 0,432 0,211

LgEAdn -0,194 0,115 0,322 0,415 0,345 0,441 -0,002 0,535
*valores em negrito apresentam correlagao significativa a 5% de probabilidade.

Pode-se concluir que caracteristicas de cor de flor possuiram correlagao
significativa com poucos outros caracteres, indicando que é possivel haver poucos
locos controlando este carater, e de maneira geral, segrega independentemente dos
demais caracteres. Para os caracteres fortemente correlacionados, espera-se que
haja ligacdo ou efeito pleiotrépico. Também foi possivel calcular a herdabilidade,
sendo que a maioria dos caracteres estudados apresentou valores superiores a 0,80,
indicando que o efeito ambiental pouco influenciou no experimento.
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O amendoim (Arachis hypogaea) é uma importante fonte de proteinas e éleo
vegetal. Os grédos de amendoim contém cerca de 20% de proteinas e 45% de odleo.
Hoje, no Brasil, maior parte da produgao € consumida como alimento, na forma de
graos in natura e confeitos. No Brasil na safra 2002/2003 foi plantada uma area de
84,5 mil hectares, onde foram colhidas 174,9 mil toneladas de grdos. O uso de
espécies de amendoim forrageiro também tem aumentado, devido ao alto teor de
proteinas e capacidade de consorciagdo com outras espécies forrageiras
(Valentim,2002).

O género Arachis possui 69 espécies, sendo A. hypogaea a espécie cultivada
para a producao de graos. O provavel centro de origem primario do género Arachis é
a regiao planaltina do Mato-Grosso do Sul e o Paraguai (Krapovickas & Gregory,
1994). O uso de espécies silvestres tem se mostrado uma importante alternativa
como fonte de genes em programas de melhoramento genético.

No Brasil, dentre os principais problemas da cultura, estdo as doencgas
fungicas de parte aérea como: mancha preta (Cercosporidium personatum), mancha-
castanha (Cercospora arachidicola) e ferrugem (Puccinia arachidis) (Godoy et al.,
1999). Genes de resisténcia a estas doengas foram identificados em espécies
silvestres de Arachis e introduzidos em A. hypogaea por meio de hibridagdes
interespecificas (Simpson & Starr, 2001 ; Favero, 2004).

A pequena quantidade de sementes obtida de plantas cultivadas em telado,
faz com que a multiplicagédo e preservacao destes gendétipos por meio de técnicas de
micropropagacao in vitro seja fundamental para a continuidade do programa de
melhoramento genético.

O objetivo deste trabalho foi avaliar metodologias de micropropagacao para os
individuos hibridos estudados.

Individuos da progénie oriunda do cruzamento A. hypogaea subsp. fastigiata
var. fastigiata cv. BR-1 x [A. ipaénsis KGPScS 30076 x A. duranensis VNvVEv
14167]°, desenvolvidas em casa de vegetagdo, foram usadas como fonte de
explante.

Cinco dias antes da retirada dos explantes, as plantas foram pulverizadas com
Benlat (2g/L) e Distreptine (200mg/L). Os explantes constituidos dos &pices
caulinares (5mm de comprimento) e de gemas laterais foram excisados e
desinfestados em solugéo de 0,6% de NaClO, com 3 gotas de Tween 20 por 100ml
de solugdo, por 20 minutos, seguida de trés lavagens com agua destilada
autoclavada, e inoculados em meio de cultura. O meio basico de cultura usado foi
composto de macro e micronutrientes MS (Murashige & Skoog, 1962), 3% de
sacarose, 0,8% de agar e em mg/L: i-inositol 100; tiamina.HCI 1,0; piridoxina.HCI 0,5;
acido nicotinico 0,5; glicina, 2,0; 6-benzilaminopurina 1;e zeatina 0,25. O pH foi
ajustado a 5,7 +0,1. As culturas foram mantidas em cadmara de crescimento a 27°C,
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fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 62mmol.m-2.s-1. Apds 30 dias da
inoculagao, brotagdes com 1 a 1,5 cm de comprimento desenvolveram-se em 80%
dos explantes.

Como resultado, foi observada uma média de duas gemas por brotagdes. A
transferéncia de cada uma dessas gemas para o mesmo meio de cultura propiciou a
multiplicagao rapida in vitro do referido gendtipo. Pode-se observar que é possivel a
utilizagao tanto de apices caulinares como de gemas laterais para a multiplicagao in
vitro de individuos hibridos de Arachis.
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CARACTERIZAQAO DA RESISTENCIA A Puccinia arachidis EM HIBRIDOS DE
ESPECIES SILVESTRES DE Arachis COM A. hypogaea, PARA USO NO
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INTRODUCAO

A ferrugem, doencga foliar causada pelo fungo Puccinia arachidis Speg. € uma
das barreiras ao aumento da produtividade da cultura do amendoim, que somada as
manchas foliares causadas por Cercospora arachidicola Hori e Cercosporidium
personatum (Berk.& Curt.) Deighton causam perdas estimadas entre 30-50%.
Rotacdo de culturas e a pulverizagcdo com fungicidas podem proporcionar bons
resultados em culturas comerciais. No entanto, o uso de germoplasma resistente
seria 0 método mais eficiente e econbmico para o controle da doenga. Varias
espécies silvestres de Arachis, que na maioria sdo brasileiras, possuem niveis de
resisténcia a pragas e doencgas superiores aos encontrados em acessos de A.
hypogaea. Desta forma, visando a introgressdo de genes de resisténcia a doencas
foliares do amendoim, foram obtidos alguns hibridos por Favero, 2004, que sao
avaliados neste trabalho, quanto a resisténcia a Puccinia arachidis. A técnica de
folhas destacadas de plantas tem sido utilizada com sucesso na realizagao de testes
de patogenicidade e para avaliar a resisténcia de gendtipos de amendoim as
doencas foliares (Moraes, 1982).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em condigdes de laboratério na Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF. Reag¢des de doze hibridos de
espécies silvestres de Arachis com o amendoim cultivado, A. hypogaea, obtidos por
Favero (2004), foram avaliados quanto a resisténcia a Puccinia arachidis, fungo
causador da ferrugem do amendoim. Os gendtipos analisados neste experimento
sao apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1- Material avaliado neste trabalho.

Hibridos

1 = BR1 x [KG 30006 x GKP 10017]

2= BR1x[V 6389 xV 12812]

3 = Caiapo x [KG 30006 x GKP 10017]

4 = V 12548 x [KG 30076 x V 14167]

5 = Runner 886 x [KG 30076 x V 14167]

6 = BR1 x [KG 30076 x V 14167]

7 = Tatu x [KG 30076 x V 14167]

8 = Caiapod x [KG 30076 x V 14167]

9 = Mdi 1560 x [KG 30076 x V 14167]
10 = Mdi 1538 x [KG 30076 x V 14167]
11 = V 12549 x [KG 30076 x V 14167]

12 = Runner 886 x [KG 30006 x GKP 10017]
Arachis hypogaea

13 = cv. Tatu

14 = cv. BR1

15 = cv. Runner 886

16 = cv. Caiapo

A listagem das espécies, seus respectivos acessos e codigo BRA s&o
apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Listagem das espécies, seus respectivos acessos e cddigo BRA.

Espécie Acesso BRA
A. hypogaea subsp. fastigiata var. fastigiata cv. BR1 033383
A. hypogaea cv. Caiapo 037371
A. hypogaea subsp. fastigiata var. fastigiata cv. Tatu 011606
A. hypogaea subsp. hypogaea var. hypogaea Runner 886 037389
A. hypogaea subsp. fastigiata var. peruviana Mdi 1560 037401
A. hypogaea subsp. hypogaea var. hirsuta Mdi 1538 037397
A. hypogaea subsp. hypogaea var. hypogaea V 12548 030708
A. hypogaea subsp. hypogaea var. hypogaea V 12549 030716
A aff. magna V 6389 012696
A. villosa V 12812 030813
A. hoehnei KG 30006 036226
A. cardenasii GKP 10017 013404
A. ipaénsis KG 30076 036234
A. duranensis V 14167 036200

A técnica utilizada foi a de folhas destacadas, descrita por Moraes (1982),
onde estas sao acondicionadas individualmente em placas de petri contendo uma
fina camada de algod&o e um papel de filtro umidecidos com agua estéril. Sob cada
folha, foi colocada uma Iamina de vidro, evitando o contato direto da mesma com o



papel de filtro, permanecendo a extremidade do peciolo envolvida com algodao
umidecido.

O in6culo de Puccinia arachidis foi obtido através da raspagem de lesbes de
folhas naturalmente infectadas de amendoim, provenientes do Instituto Agronémico
de Campinas. A inoculagdao por pincelamento, foi feita na superficie abaxial dos
foliolos, utilizando-se uma suspensdo com concentragdo ajustada para 100.000
uredosporos por ml. As placas foram mantidas em ambiente controlado, no
Laboratério de Patologia de Sementes da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, sob luz alternada (10 horas luz e 14 horas escuro) e temperatura
entre 25-27°C.

O delineamento utilizado foi o de Bloco Inteiramente Casualizado, com quatro
repeticoes e cada unidade experimental representada por uma folha destacada.

Quatro acessos de A. hypogaea, das cultivares Tatu, BR1, Runner 886 e
Caiap6 foram utilizados como testemunhas por serem considerados suscetiveis ao
fungo. A avaliagao foi realizada 28 dias apds a inoculagao, através da contagem do
numero de lesdes na superficie abaxial dos foliolos. Como os gendtipos avaliados
apresentavam tamanhos de foliolo muito diferentes, foi feita uma relagdo entre
ndmero de lesdes e area foliar em mm? para cada unidade experimental. A analise
dos dados foi feita utilizando-se o programa SAS, onde obteve-se a analise de
variancia e comparacdo de meédias através do Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias dos resultados obtidos através da inoculacéo de folhas destacadas
sao apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Gendtipos e médias da relacdo entre numero de lesdes provocadas pelo
fungo Puccinia arachidis e area foliar em mm?.

GENOTIPOS MEDIAS *
16 = cv. Caiapo 0,88804 a
13 = cv. Tatu 0,70079 ab
14 = cv. BR1 0,64031 b
15 = cv. Runner 886 0,54834 b
12 = Runner 886 x [KG 30006 x GKP 10017] 0,52666 bc
7 = Tatu x [KG 30076 x V 14167] 0,31985 cd
8 = Caiapod x [KG 30076 x V 14167] 0,14330 de
9 = Mdi 1560 x [KG 30076 x V 14167] 0,13371 de
10 = Mdi 1538 x [KG 30076 x V 14167] 0,13361 de
3 = Caiap6 x [KG 30006 x GKP 10017] 0,09776 e
6 = BR1 x [KG 30076 x V 14167] 0,09261 e
11 = V 12549 x [KG 30076 x V 14167] 0,07699 e
5 = Runner 886 x [KG 30076 x V 14167] 0,05316 e
4 = V 12548 x [KG 30076 x V 14167] 0,04082 e
1 = BR1 x [KG 30006 x GKP 10017] 0,04024 e
2 = BR1 x [V 6389 x V 12812] 0,00994 e

CV% 31,98199




* Médias com letras iguais n&do diferem significativamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. Transformacao utilizada = + log(x+1).

Na analise de variancia, o teste F indicou diferencgas significativas ao nivel de
5% de probabilidade entre os gendtipos estudados.

As comparagdes entre as médias mostraram que os gendétipos de numero 3,
6, 11, 5, 4, 1 e 2 foram os mais resistentes a infeccdo por Puccinia arachidis,
apresentando menor numero de lesdes por area foliar.

As testemunhas comprovaram sua maior suscetibilidade.

As cultivares Caiapé e Tatu foram as mais suscetiveis, apresentando
altissimos niveis de infec¢cdo. Entre estas verificou-se alto numero de lesbes que
esporulavam.

Os demais gendtipos, 12, 7, 8, 9 e 10 , apresentaram um comportamento
intermediario, sendo que alguns desses gendétipos também apresentaram lesdes
com esporulagéo (7, 10 e 12).

Nenhum dos gendtipos estudados foi considerado imune, pois mesmo os mais
resistentes apresentavam ao menos uma reagao de hipersensibilidade (lesdo sem
esporulagao).

CONCLUSOES

Nas condicoes deste experimento foi comprovada satisfatoriamente a
introgressdo de genes de resisténcia a Puccinia arachidis ao amendoim cultivado,
através do cruzamento deste com espécies silvestres consideradas resistentes.
Sugere-se que este material seja também avaliado a campo para que seu real
potencial seja verificado.
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INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € uma planta cultigena sul-americana,
com sementes ricas em O6leo e proteinas. Possui alto valor energético, podendo
conter de 21 a 36% de proteina em seus graos. O género é usado de varias
maneiras, como consumo in natura, produgdo de oleo, como planta forrageira,
ornamental, além do uso de seus subprodutos em racdes animais. Ocorrendo
apenas em cinco paises, o género tem sua maior diversidade no Brasil, que
apresenta 64 de suas 81 espécies conhecidas (Valls, 2000). O Estado de Sao Paulo
€ atualmente o maior produtor de amendoim do Brasil, com 60.000 hectares
plantados, sendo responsavel por 80% da producéo nacional. Entre os componentes
de custo que mais oneram a cultura destacam-se os gastos com: sementes, sendo
necessarios 100 a 200 kg de sementes para o plantio de um hectare (representando
até 60% do custo de plantio), pulverizagdes para o controle de pragas e doencgas e a
mao-de-obra, principalmente na colheita. O amendoim difere significativamente dos
cereais e outras leguminosas pelo fato de suas vagens se desenvolverem sob a
superficie do solo e das sementes conterem fontes concentradas de nutrientes,
prontamente utilizaveis por numerosos microrganismos. Assim, os fungos presentes
no solo e no ar podem invadir as sementes antes da colheita e/ou durante a
secagem e O armazenamento, numa sucessdo ecoldgica de microrganismos,
determinada pela umidade, temperatura, tempo, luz, movimento de ar e danos
fisicos e biolégicos nas vagens. Desta forma, os fungos associados as sementes e
vagens de amendoim podem ser considerados em dois grupos: fungos de campo e
fungos de armazenamento. (Moraes, 1985). Durante o beneficiamento e o
armazenamento, o teor de umidade e os ferimentos nas sementes, produzidos por
ocasido do descascamento, sdo os principais fatores que afetam a germinagdo. Os
ferimentos , em ambiente favoravel, propiciam condigdes para o desenvolvimento de
fungos e bactérias presentes no solo ou levados pelas proprias sementes (Dhingra,
1980).

Na Tabela 1 € apresentada uma relacdo de fungos detectados em sementes
de Arachis hypogaea, procedentes de diversas regides brasileiras, pelos métodos de
papel de filtro, exame direto e plaqueamento em meio de cultura (BDA), referente
aos anos de 1980 e 1982. Em vista da pouca informacgao sobre o comportamento do
germoplasma de amendoim em condigbes de armazenamento em camara fria, foram
avaliados 85 acessos de A. hypogaea visando a detecgao de fungos associados as
sementes.
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Tabela 1 — Relacdo de fungos detectados em sementes de A. hypogaea,
procedentes de diversas regides brasileiras, pelos métodos de papel de filtro, exame
direto e plagueamento em meio de cultura (BDA), referente ao ano de 1982.

LOCAL

FUNGOS

Rondébnia

Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Chaetomium spp.
Macrophoma sp.
Penicillium sp.
Rhizopus arrhizus

Acre

Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Aspergillus spp.
Fusarium roseum
Fusarium sp.
Macrophoma sp.
Penicillium sp.
Rhizopus arrhizus

Minas Gerais

Aspergillus spp.
Rhizopus arrhizus

Pernambuco Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Aspergillus spp.
Rhizopus arrhizus

Goias Aspergillus flavus

Aspergillus niger
Dothiorella sp.
Fusarium sp.
Penicillium sp.
Rhizoctonia solani

Espirito Santo

Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Fusarium sp.
Penicillium sp.
Rhizopus arrhizus
Rhizopus sp.

Mato Grosso

Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Fusarium oxysporum.
Nigrospora sp.
Penicillium sp.
Rhizoctonia solani
Rhizopus arrhizus

Rio Grande do Sul

Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Fusarium sp.
Penicillium sp.
Rhizopus arrhizus
Trichoderma sp.




MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Patologia de Sementes da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF. O teste de sanidade foi
feito pelo método de incubagado em papel de filtro (“blotter test”). As sementes foram
submetidas a um pré-tratamento com hipoclorito de sédio a 1% por 2 minutos.
Depois, foram incubadas em caixas Gerbox, distribuindo-se 25 sementes em cada
recipiente, contendo 2 folhas de papel de filtro, previamente umidecidas com agua
estéril. O experimento foi mantido em condi¢gdes controladas a temperatura de 23 +
2°C, sob luz negra (radiagao na faixa de 320-400nm) em turnos de 12 horas luz e 12
horas escuro. A avaliacédo foi realizada apés 8 dias de incubagdo, examinando-se
individualmente todas as sementes, através de um microscopio estereoscopico e
um microscopio composto.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram detectados os fungos Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus
ochraceus, Cladosporium sp., Chaetomium sp.,Rhizopus sp., Penicillium sp.,
Fusarium oxysporum. Entre os fungos encontrados, verficou-se que houve uma
altissima incidéncia de Fusarium oxysporum, deteriorando totalmente as sementes
nas quais foi detectado. Os demais fungos apareceram com baixa incidéncia, ndo
causando grandes danos. Além dos fungos encontrados, também foi detectada alta
incidéncia de bactéria nao identificada, provavelmente sapréfita, em quase todos os
acessos. Possivelmente o fato das sementes terem sido submetidas a um pré-
tratamento com hipoclorito de soédio, eliminando a alta incidéncia de fungos
saprofitas e assim a concorréncia, as bactérias puderam se estabelecer.

CONCLUSOES

As observacbes obtidas neste trabalho indicam a necessidade de se
desenvolver mais pesquisas visando o melhor conhecimento do comportamento de
patdbgenos em germoplasma-semente de amendoim, principalmente no que diz
respeito ao local do in6culo na semente.
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