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RESUMO

Contribuicdo a Taxonomia do Género Arachis - Sec¢do Arachis a Luz do Estudo de

Espécies e Hibridos Interespecificos

Arachis ¢ um dos géneros mais importantes do Brasil, quando se trata da
conservacao da diversidade de espécies. O estudo taxondmico do género, com base em
dados citolégicos, morfolégicos e, em parte, apoiados por marcadores moleculares, pode
ser beneficiado por abordagens anatdmicas descritivas. Arachis hypogaea, o anfidipléide
A. ipaénsis x A. duranensis, sua forma dipldide e seus genitores, foram os tdxons
abordados no presente trabalho, além de A. gregoryi, A. hoehnei, A. magna, A. valida, A.
vallsii e A. williamsii, e seus hibridos dipléides representativos de variadas combinagdes.
Dentre os dezoito tdxons estudados, a disting@o dos hibridos dipléides entre A. ipaénsis e
A. magna, foi realizada via marcadores microssatélites. A utilizacdo de descritores
morfoldgicos, a germinacdo de sementes, as andlises anatdmicas e meidticas seguiram
protocolos convencionais. No estudo anatdmico comparativo de A. hypogaea e das
espécies a ela relacionadas notou-se grandes semelhancgas anatdmicas. As peculiaridades
vistas nem sempre apareceram de forma esperada para o anfidipléide mencionado e para
sua forma hibrida dipldide. Além disso, é possivel destacar A. hoehnei das demais espécies
estudadas, uma vez que estas apresentaram diferengas pouco marcantes entre si. Este
estudo também apontou semelhancas evidentes entre A. vallsii e A. williamsii, tal como um
alto indice meidtico de seu hibrido dipldide. Isto corrobora o indicio de que A. vallsii,
embora ndo associado ao genoma de A. hypogaea, pertence, em realidade, a secgfo
Arachis.

Palavras chaves: amendoim, recursos genéticos, taxonomia, anatomia foliar,

caracterizagao.
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ABSTRACT

Contribution to the Taxonomy of Arachis - Section Arachis based on the study of

species and interspecific hybrids

Arachis is of great importance to the conservation of species diversity in Brazil.
Its taxonomic study, based on cytological, morphological data, and partly supported by
molecular markers, can take benefit from descriptive anatomical approaches. Arachis
hypogaea, the synthetic amphidiploid A. ipaénsis x A. duranensis, its diploid form, A.
ipaénsis and A. duranensis, were studied in this work, in addition to A. gregoryi, A.
hoehnei, A. magna, A. valida, A. vallsii and A. williamsii, and their diploid hybrids
representative of various combinations. Among the eighteen materials studied, diploid
hybrids between A. ipaénsis and A. magna, were distinguished using molecular markers.
The use of morphological descriptors, the germination of seeds and the anatomical and
cytological analyses followed conventional protocols. In the comparative anatomical
study of A. hypogaea and its related species, a great number of anatomical similarities
were found. Some of the peculiarities were not observed as expected in the synthetic
amphidiploid A. ipaénsis x A. duranensis and its related diploid hybrid. Moreover, it is
possible to distinguish A. hoehnei from the other studied species, which showed little
significant differences among them. This study also pointed clear similarities between
A. vallsii and A. williamsii, such as its diploid hybrid high meiotic rate. This fact
emphasizes the evidence that A. vallsii, despite not being associated with the genomes
of A. hypogaea, in fact, belongs to the section Arachis.

Key words: peanut, genetic resources, taxonomy, leaf anatomy, characterization.
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1. INTRODUCAO

Arachis € um dos géneros de leguminosas mais importantes para a humanidade,
por abranger espécies cultivadas, como o amendoim, Arachis hypogaea L., de grande
expressdo alimenticia, econdmica, e com crescentes dreas de cultivo. O significativo
potencial econdmico do género é expresso pela utilizacdo de vdrias de suas espécies,
além de A. hypogaea, para a produgdo de griaos (A. villosulicarpa Hoehne, espécie
cultivada por etnias indigenas do Mato Grosso, e A. stenosperma Krapov. & W.C.
Greg., cultivada por indios guaranis, no Litoral Atlantico) ou para a formacdo de
pastagens, cobertura de pomares, paisagismo e controle da erosdo do solo (A. glabrata
Benth., A. kretschmeri Krapov. & W.C. Greg., A. pintoi Krapov. & W.C. Greg. e A.
repens Handro).

Apesar de A. hypogaea ser rotineiramente cultivada em mais de 80 paises da faixa
tropical e subtropical (Singh & Singh, 1992), o género é exclusivamente sul-americano e
mais da metade de suas espécies sdo endémicas do Brasil (Valls, 2005). Este fato torna o
Brasil o pafs com a maior responsabilidade sobre a conservacdo da diversidade do
género e, conseqiientemente, sobre o avanco do conhecimento taxondmico e da
variabilidade genética de suas espécies e variedades.

A taxonomia do género estd bastante atualizada, em comparagdo com a situacio
reinante até 1993, quando apenas 22 espécies haviam sido formalmente descritas
(Bentham, 1841, 1859; Hoehne, 1940; Krapovickas & Rigoni, 1951; Hermann, 1954). A
monografia de Krapovickas & Gregory (1994), com 69 espécies, e a descri¢cdo de 11
espécies adicionais por Valls & Simpson (2005) promoveram um maior conhecimento e
entendimento sobre as relagOes entre as espécies do género, embora ainda persistam alguns

questionamentos taxondmicos intrigantes (Krapovickas & Lavia, 2000). Permanecem



davidas sobre o correto alinhamento de algumas espécies nas sec¢des taxondmicas formais
a que foram originalmente alocadas (Lavia et al., 2008), sobre a eventual conspecificidade
de espécies silvestres extremamente relevantes para o melhoramento de A. hypogaea e ha
indicios de que algumas variedades agricolas desta ultima espécie, ainda cultivadas por
indigenas brasileiros (Freitas & Valls, 2001; Freitas et al., 2007), possam diferir de A.
hypogaea quanto a origem, englobando distintos genitores silvestres.

O esclarecimento dessas ddvidas provavelmente exigird ajustes na nomenclatura
das espécies, subespécies e variedades, além de alteracdes na estrutura sistemdtica do
género Arachis (Lavia et al., 2008). Considera-se que a ampla série de abordagens
comparativas ja em utilizagdo, por meio de descritores organograficos, de andlises
mitdticas e moleculares, pode ser enriquecida pelo estudo da anatomia foliar de alguns dos
exemplares do grupo e de seus respectivos hibridos interespecificos. Por isto, este estudo
explora a disponibilidade atual de plantas vivas das diferentes espécies de Arachis secgio
taxondmica Arachis (Krapovickas & Gregory, 1994), assim como de seus respectivos
hibridos, resultantes de projetos paralelos de caracterizacdo de germoplasma, voltados ao
pré-melhoramento de A. hypogaea.

E de extrema importincia a andlise apurada deste grupo de espécies no contexto da
busca do conhecimento da biodiversidade brasileira, compromisso nacional derivado da
adesdo pelo Brasil a Convencédo da Biodiversidade Bioldgica (Coradin, 2006). O presente
estudo da anatomia foliar de espécies e hibridos do gé€nero Arachis, somados a dados
citolégicos, morfoldgicos e, em parte, apoiados por marcadores moleculares, deverda
contribuir para um melhor entendimento sobre as relagdes de afinidade entre os
exemplares analisados, entendimento este capaz de fornecer subsidios aos programas de

pré-melhoramento e de melhoramento de A. hypogaea.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Arachis

2.1.1 Aspectos gerais

Ap6s 167 anos da descricdo das primeiras cinco espécies silvestres de Arachis, por
Bentham (1841), o género é hoje composto por 80 espécies (Krapovickas & Gregory,
1994; Valls & Simpson, 2005), distribuidas em nove seccdes taxondmicas formais
(Trierectoides Krapov. & W.C.Greg., Erectoides Krapov. & W.C.Greg., Extranervosae
Krapov. & W.C.Greg., Triseminatae Krapov. et W.C.Greg., Heteranthae Krapov. &
W.C.Greg., Caulorrhizae Krapov. & W.C.Greg., Procumbentes Krapov. & W.C.Greg.,
Rhizomatosae Krapov. & W.C.Greg. e Arachis). A divisdo do grupo em distintas sec¢des
teve como base dados morfoldgicos e citogenéticos aliados as informacdes sobre a
viabilidade de grdo de pdlen de hibridos intraespecificos e interespecificos (Krapovickas &
Gregory, 1994).

Arachis é um género exclusivo da América do Sul. Ocorre no Brasil (onde sio
encontradas 64 de suas espécies silvestres), Bolivia (18 espécies), Paraguai (16 espécies),
Argentina (6 espécies) e Uruguai (2 espécies). O Brasil abriga espécies de todas as sec¢des
taxondmicas do grupo e 46 de suas espécies sdo exclusivas do pais, incluindo vdarias
espécies de interesse econdmico.

O Centro de origem do género estd localizado no Planalto Central Brasileiro
(Gregory et al., 1980; Hammons, 1994). A drea de ocorréncia natural do género Arachis
vai da costa do Oceano Atlantico até o sopé da Cordilheira dos Andes e desde a Ilha de

Maraj6 até o sul do Uruguai (Figura 1).
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Figura 1: Area de ocorréncia natural das espécies do género Arachis, com destaque para

as secgOes taxondmicas. Adaptado de Krapovickas & Gregory (1994) e Pefialoza (2003).

Programas de pré-melhoramento do amendoim cultivado (A. hypogaea), com a

utilizacdo de espécies silvestres como fornecedoras de genes de resisténcia a algumas

enfermidades da cultura, tem despertado um maior interesse por essas espécies. Segundo

Allem & Valls (1987), o género Arachis encontra-se dentro dos debates sobre os variados

graus de importancia forrageira que os grupos de leguminosas possuem, sendo que

algumas das espécies do género ocorrem em considerdvel freqii€ncia ao redor da regidao do

Pantanal. Estes mesmos autores ainda relatam que na grande drea de ocorréncia das

espécies de Arachis, estas possuem, pela densidade e grande volume de forragem, papel



fundamental de exceléncia em forragem de pastos, como também afirmaram Hoehne

(1940) e Otero (1941).

2.1.2 Estudos taxondmicos

A potencialidade do g€nero para estudos taxondmicos com abordagem
biossistemdtica € privilegiada, pois, das 2300 coletas citadas na monografia de
Krapovickas & Gregory (1994) e no trabalho complementar de Valls & Simpson (2005),
mais de 1200 das populagdes coletadas também estdo disponiveis como acessos de
germoplasma, conservados como sementes ou como plantas em colegdes vivas. Até a
monografia de 1994, as principais abordagens taxondmicas de Arachis (Hoehne, 1940;
Hermann, 1954) se dedicaram quase que exclusivamente a aspectos morfoldgicos,
concentrando-se nas estruturas acima do solo, deixando de solucionar inimeras duvidas
quanto a sistemadtica do gé€nero.

O avanco do conhecimento do género nas ultimas décadas, pela coleta de dados e
exemplares em dreas pouco exploradas, como a zona de fronteira do Mato Grosso e
Bolivia, e pelo crescente aporte de resultados citogenéticos (Ferndndez & Krapovickas,
1994; Peiialoza & Valls, 2005), sugere a necessidade de reajustes na circunscricdo das
secgdes e de algumas das espécies que as compdem, mesmo considerando a modernidade
da publicacdo da monografia de Krapovickas & Gregory (1994). A prdpria circunscri¢do
das variedades de A. hypogaea necessita aprofundamento, pois aparentemente nao
comporta certos tipos peculiares da espécie oriundos da bacia do rio Xingu (Freitas &

Valls, 2001; Freitas et al., 2007), com destaque para a forma exclusivamente brasileira

descrita como espécie por Hoehne (1922), como A. nambyquarae Hoehne, mas



sinonimizada a A. hypogaea na monografia do género Arachis (Krapovickas & Gregory,

1994).

2.2 Sec¢ao Arachis

2.2.1 Aspectos gerais

A seccdo Arachis pertence ao género Arachis, da familia Fabaceae, tribo
Aeschynomeneae Benth., subtribo Stylosanthinae Benth. Dentre as 80 espécies conhecidas
do género Arachis (Valls & Simpson, 1997), esta sec¢do abrange 32 espécies. Portanto, é a
maior e proporcionalmente a mais heterogénea seccio do género. As demais secgdes
contém de 1 a 14 espécies (Valls, 2006).

A secgdo possui vasta distribuicdo geografica (Figura 2), com algumas espécies

exclusivas do Brasil e de interesse para o melhoramento genético de A. hypogaea.

Figura 2: Area de ocorréncia das espécies silvestres da seccio Arachis. Adaptado de

Krapovickas & Gregory (1994) e Pefialoza (2003).



As principais caracteristicas das espécies incluidas nesta seccdo sdo: presencga de
folhas tetrafolioladas, plantas eretas ou decumbentes, presenga de “pegs” em angulo de
45°, plantas anuais ou perenes, dipléides (2n =18, 20 cromossomos) e tetrapléides (2n = 40
cromossomos) (Krapovickas & Gregory, 1994; Lavia, 1996; Pefialoza & Valls, 1997;
Lavia et al., 2008).

Talvez a seccio Arachis seja artificial em sua concep¢ao, ja que o que a consolida é
a proximidade de suas espécies componentes com A. hypogaea. Porém, isto ndo impede
que, embora se vinculando alternativamente, a um ou outro dos genomas distintos de A.
hypogaea, as espécies possam pertencer, em realidade a sec¢des naturais distintas. Note-se
que a inviabilidade dos hibridos interseccionais é um dos principais fatores para a
separacdo das outras seccOes do género (Krapovickas & Gregory, 1994). Embora A.
hypogaea, por ter alcancado o nivel tetrapléide, mostre plena fertilidade, os hibridos
dipléides entre espécies do genoma A e do genoma B sio tdo pouco vidveis como os

obtidos nos cruzamentos entre espécies de qualquer outro par de sec¢des, ou mesmo entre

espécies de outras seccoes e as da seccio Arachis (Valls, 2006).

2.2.2 Estudos taxondmicos

O maior impacto dos novos conhecimentos citogenéticos, até agora concentrados
em andlises mitdticas, recai sobre a sec¢do Arachis. Tal seccdo inclui o amendoim
cultivado, A. hypogaea, e tem suas espécies subdivididas em grupos com nimeros basicos
distintos (x = 9 e x = 10), dois niveis de ploidia (2x e 4x) e caridtipos bastante
diferenciados, variavelmente associados aos dos “genomas A e B” (Figura 3), que deram

origem a A. hypogaea, espécie com férmula genomica AABB (Stalker & Moss, 1987), ou



ainda ao genoma D, proposto para A. glandulifera Stalker (Stalker, 1991; Lavia et al.,
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Figura 3: Idiograma esquemaético de Arachis hypogaea. Em azul, destaque para o par de

cromossomos “A”. Adaptado de Seijo et al.(2004).

Sdo consideradas representativas do “genoma A” de A. hypogaea as espécies
dipl6ides, anuais ou perenes, com 2n = 20 cromossomos, portadoras de um par de
cromossomos extremamente menor que os demais, e com o processo de coloragdo
diferenciado em prometafase mitdtica, contando com um grande bloco de heterocromatina
(Lavia et al., 2008) e destacado por Husted (1933, 1936) como o par cromossdomico “A”.

Entre as espécies dipldides mais associadas ao “genoma B” de A. hypogaea, todas
de ciclo anual e com 2n = 20 cromossomos, ha diversos subgrupos, de acordo com sua
afinidade estimada por marcadores moleculares (Gimenes et al., 2002a, 2002b;
Moretzsohn et al., 2004; Milla et al., 2005; Bravo et al., 2006). Um subgrupo retne A.
ipaénsis Krapov. & W.C. Greg., A. williamsii Krapov. & W.C. Greg., A. magna Krapov.,

W.C. Greg. & C.E. Simpson, A. gregoryi C.E. Simpson, Krapov. & Valls e A. valida



Krapov. & W.C. Greg.; outro subgrupo abriga A. batizocoi Krapov. & W.C. Greg, A.
cruziana Krapov., W.C. Greg. & C.E. Simpson e A. krapovickasii C.E. Simpson, D.E.
Williams, Valls & 1.G. Vargas.

Arachis glandulifera, uma espécie bastante peculiar, originalmente descrita da
Bolivia e mais tarde encontrada em dois sitios no Brasil, associa-se, molecularmente a este
ultimo grupo, mas mostra seis pares de cromossomos distintos (Stalker, 1991; Fernandez
& Krapovickas, 1994; Pittman et al., 1996). Arachis hoehnei Krapov. & W.C. Greg. e A.
benensis Krapov., W.C. Greg. & C.E. Simpson, nio tém suas afinidades bem
compreendidas. A esta udltima espécie, parece associar-se, por razdes morfoldgicas, A.
vallsii Krapov. & W.C. Greg., espécie originalmente enquadrada na sec¢do Procumbentes
Krapov. & W.C. Greg. (Krapovickas & Gregory, 1994). Entretanto, hi um grande
acimulo atual de evidéncias de que esta espécie ndo pertenca a seccdo Procumbentes
(Lavia, 1999; Krapovickas & Lavia, 2000) e sim a seccdo Arachis (Valls, 2006). Estudos
com hibridizagbes entre A. vallsii e espécies pertencentes as sec¢des Arachis e
Procumbentes, poderdo esclarecer melhor as relacdes de afinidade das espécies citadas
com seus respectivos similares.

Ainda na sec¢@o Arachis, um grupo de trés espécies anuais (A. decora Krapov.,
W.C.Greg & Valls, A. palustris Krapov., W.C.Greg & Valls e A. praecox Krapov.,
W.C.Greg & Valls), exclusivas do Brasil, mostra 2n = 18 cromossomos (Lavia, 1996,
1998; Pefialoza & Valls, 1997). Por fim, a seccdo inclui as espécies tetrapldides A.
hypogaea e A. monticola Krapov. & Rigoni (Krapovickas & Gregory, 1994). A esta
ultima, segundo os mesmo autores, se associam A. ipaénsis e A. magna, tanto no porte,

quanto no formato dos frutos.



Com base nos conhecimentos atuais, as espécies da seccdo Arachis podem ser

segregadas, ainda sem a organiza¢do de uma estrutura sistemdtica formal, em diversos

subgrupos (Tabela 1).

Tabela 1: Grupo de espécies de Arachis seccdo Arachis sem estruturacdo sistemdtica

formal. Brasilia, 2008.

Grupos Espécies 2n A Informacoes
1 0+ Associadas as espécies perenes com 2n = 20 e par
oy cromossomico “A”.
Dipléides
. 20 - Molecularmente associadas a A. ipaénsis.
anuais
20 - Molecularmente associadas a A. batizocoi.
4 18 - Molecularmente associadas a A. vallsii.
Dipléides - Associadas as espécies anuais com o0 par
5 +
perenes cromossomico “A”.
: Molecularmente associadas a A. batizocoi e A.
6 A. glandulifera 20 - _
cruziana.
. Mostra associagdo intermedidria com espécies
7 A. hoehnei 20 -
vinculadas aos “genomas A e B”.
8 A. benensis 20 - Associada morfologicamente a A. vallsii.
- Molecularmente associada as espécies anuais com 2n
9 A. vallsii 20 -
= 18 cromossomos.
: Compostas de dois genomas, um deles com o par
10 Tetrapléides 40 +

cromossomico “A”.

Abreviaturas: 2n = nimero de cromossomos; A = par cromossomico “A”.

Ao longo do avango do conhecimento das espécies de Arachis e da seccio tipica,

as espécies acima foram incluidas em diferentes esquemas sistematicos, que, todavia, nao

se mostraram realistas.

10



Inicialmente, Gregory et al. (1973) enquadraram as espécies da seccdo Arachis em
trés séries, nunca efetivamente publicadas: ser. Annuae (que corresponde as espécies dos
grupos 1, 2 e 3, indicados na tabela 2), ser. Perennes (espécies do grupo 5) e ser.
Amphiploides (espécies do grupo 10). As demais espécies apresentadas na tabela acima
ainda ndo eram conhecidas. Ao publicar a monografia do género, em 1994, Krapovickas &
Gregory abandonaram esta subdivisdo, explicando que as espécies do grupo 1 associavam-
se mais claramente as perenes do grupo 5, que as anuais dos grupos 3 e 4. Os mesmos
autores citaram a necessidade de se avaliar outros aspectos e caracteres, além dos ja
propostos, para uma melhor sistematizagdo da estrutura das seccdes do género Arachis, ou
seja, avaliar outros caracteres que poderiam ser Uteis para um melhor ordenamento dentro
da seccio.

Outro esquema sistemdtico para a secg¢ao classifica as espécies dipldides da sec¢do
Arachis em espécies com “genoma A” (espécies dos grupos 1 e 5) e espécies com
“genoma B” (aqui aglutinando, eventualmente, todas as espécies dipldides restantes da
seccdo). As espécies tetrapldides contém ambos os “genomas A e B”. Stalker (1991)
segregou A. glandulifera como representante Gnico do que propde como “genoma D”.

Entretanto, é preciso considerar que a classificacdo por genomas é comparativa,
tomando por base os “genomas A e B” de A. hypogaea. Neste caso, s6 deveriam ser
consideradas de “genoma A” as espécies dipléides com cromossomos muito similares a
um dos dois conjuntos de 20 cromossomos de A. hypogaea, e, especificamente, aquele que
contém o par cromossomico “A”. A espécie mais proxima desta situagdo € A. duranensis
Krapov. & W.C. Greg. (Fernandez & Krapovickas, 1994; Kochert et al., 1996; Seijo et
al., 2004), com a qual as demais espécies anuais e perenes dos grupos 1 e 5 mostram muita
afinidade genética e, em geral, boa cruzabilidade (Krapovickas & Gregory, 1994; Gregory

& Gregory, 1979; Resslar & Gregory, 1979).
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Quanto as demais espécies dipldides, as anuais do grupo 3 (sem o par “A” e
molecularmente associadas a A. ipaénsis), aproximam-se bastante do outro genoma de A.
hypogaea. Arachis ipaénsis € considerada uma das espécies que deram origem a A.
hypogaea (Kochert et al., 1996; Ferndndez & Krapovickas, 1994; Gimenes et al., 2002b;
Seijo et al., 2004; Favero et al., 2006) e, portanto, representaria o “genoma B”. A este
grupo se incluiria, no méximo, as demais espécies do grupo 3. Considerar o restante das
espécies como representativas do “genoma B” € um exagero, por tratar-se necessariamente
de uma comparacdo com o “genoma B” de A. hypogaea, do qual se afastam. No entanto,
ainda é preciso compreender melhor onde se enquadram essas espécies, qual seu efetivo
grau de parentesco com A. hypogaea e se hd vantagem em atribuir categorias taxondmicas
formais as subdivisdes da ampla sec¢cdo Arachis.

A localizacdo sistemética das espécies nas distintas sec¢des do género Arachis, tem
como fundamentac@o a similaridade de aspectos morfoldgicos e citogenéticos, aliados as
informacdes sobre a viabilidade de grdo de podlen de hibridos intra e interespecificos
(Krapovickas & Gregory, 1994). Estudos com cruzamentos interespecificos realizados por
Gregory & Gregory (1979), contribuiram para delimitar as secgdes e estabelecer as
relacOes filogenéticas entre elas.

O sucesso obtido na hibridizacdo de A. vallsii com espécies de todos os subgrupos
da seccdo Arachis (Rodrigues & Valls, 2005; Valls, 2006) e, o insucesso parcial em
cruzamentos preliminares com espécies da seccdo Procumbentes (Teixeira, 1999), em que
estd localizado originalmente, vinculado a aspectos citolégicos e exomorfoldgicos (Lavia,
1999; Krapovickas & Lavia, 2000), além de seu ciclo vital (Valls, 2006), coloca em ddvida
sua localizag¢do original dentro do género Arachis. Estes estudos indicam que a correta
alocacdo de A. vallsii € na seccio Arachis (Valls, 2006). Em publicacdo recente, Lavia et

al. (2008) também propde a transferéncia de A. chiquitana Krapov., W.C. Greg. & C.E.
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Simpson da seccido Procumbentes a seccio Arachis, semelhantes as espécies deste grupo
relacionadas ao genoma A de A. hypogaea, a partir de informagdes cromossdmicas.

Gracas a ampla disponibilidade de germoplasma, tém-se realizado hibridacdes
interespecificas e enfatizado a busca de mais informagdo citotaxondmica, para
fundamentar novas decisdes sobre afinidades entre tdxons, ou mesmo a segregacdo de
novas espécies dentre as ja descritas. A realizacdo de cruzamentos interespecificos que
evidenciam afinidades e barreiras genéticas, assim como o uso crescente de marcadores
moleculares, disponibiliza um caminho para ac¢des de pré-melhoramento de A. hypogaea
(Valls, 2006).

Os hibridos produzidos entre espécies dipldides da seccdo Arachis, em grande
parte obtidos a partir das prdprias populacdes de origem dos exemplares tipos de cada
espécie, mostram estimativas de viabilidade de pdlen desde quase nula, em A. batizocoi x
A. cardenasii Krapov. & W.C. Greg., até acima de 90%, em A. magna x A. ipaénsis
(Simpson & Faries, 2001). A alta viabilidade de pdlen nos hibridos entre A. magna e A.
ipaénsis indica que essas espécies nao sdo tdo diferentes geneticamente, embora andlises
moleculares dos acessos envolvidos nos cruzamentos os mantenham algo distante para

serem considerados de uma mesma espécie (Simpson & Faries, 2001).

2.3 Espécies estudadas

Este trabalho baseou-se no estudo das relagoes de afinidade entre as nove espécies

do género Arachis relacionadas na Tabela 2. Desta forma fez-se necessario a andlise de

aspectos morfoldgicos destes materiais e de seus respectivos hibridos
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E notdvel a grande importincia do Brasil neste trabalho, ja4 que em seu territério
encontram-se a maioria das espécies estudadas. Este fato reforca o relevante papel que o

pafs representa junto a manutencdo e conservagdo da biodiversidade do género Arachis.

Tabela 2: Espécies envolvidas na pesquisa. Brasilia, 2008.

Espécie Acesso Distribuicao

Arachis duranensis Krapov. & W.C. Greg. V 14167 Argentina, Bolivia e Paraguai
Arachis gregoryi C.E. Simpson, Krapov. & Valls V14957 Brasil

Arachis hoehnei Krapov. & W.C. Greg. K 30006 Brasil

Arachis hypogaea var. hypogaea subsp. hypogaea V 12548 Cultivada em 80 paises
Arachis ipaénsis Krapov. & W.C. Greg. K 30076 Bolivia

Arachis magna Krapov., W.C. Greg. & C.E. Simpson K 30097 Bolivia e Brasil

Arachis valida Krapov. & W.C. Greg. V 13514 Brasil
Arachis vallsii Krapov. & W.C. Greg. V 7635 Brasil
Arachis williamsii Krapov. & W.C. Greg. Willl8 Bolivia

Abreviaturas: ARG = Argentina; BRA = Brasil; BOL = Bolivia; PRY = Paraguai.
Coletores: K = A. Krapovickas e colaboradores; V = J. F. M. Valls e colaboradores; Wi = D. E. Williams
e colaboradores.

2.3.1 Arachis hypogaea

E a espécie tipo do género conhecida comumente como amendoim e cultivada em
muitos paises. Foi caracterizada como uma espécie polipléide (Husted, 1936) e possui 2n =
40 cromossomos (Kawakami, 1930; Husted, 1931). Arachis hypogaea tem seis
variedades, incluidas em duas subespécies (Krapovickas & Gregory, 1994). Seu centro
de variagdo considerado mais importante, onde foram encontrados os caracteres mais

primitivos da espécie, ocorre na mesma regido da América do Sul onde estio localizadas
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as espécies anuais e dipléides, A. duranensis, A. ipaénsis e A. batizocoi (Krapovickas &

Gregory, 1994).

2.3.2 Arachis ipaénsis

E uma espécie dipl6ide boliviana envolvida na hipétese de origem de A. hypogaea
(Fernidndez & Krapovickas, 1994; Kochert et al., 1996; Gimenes et al., 2002b; Seijo et al.,
2004; Favero et al., 2006; Lavia et al., 2008). Essa espécie representa o “genoma B” do
amendoim. Além disso, ocorre sob condigdes de seca periddica, assim como, A.
duranensis (Krapovickas & Gregory, 1994). Segundo esses mesmos autores, €

morfologicamente semelhante a A. magna, que também € encontrada na Bolivia.

2.3.3 Arachis duranensis

Espécie anual que vive em solos arenosos e profundos, e em regides proximas a
correntes de dgua na Argentina, Paraguai e Bolivia (Krapovickas & Gregory, 1994).
Juntamente com A. batizocoi e A. monticola (Unica espécie silvestre tetrapléide do género),
forma um grupo cujas espécies representam as que ocorrem nas altitudes mais elevadas

dentre todas as espécies do género Arachis (Krapovickas & Gregory, 1994).

2.3.4 Arachis gregoryi

E uma das novas espécies do grupo descrita por Valls & Simpson (2005). E anual,

dipl6ide, com 2n = 20 cromossomos, € ndo apresenta o par de cromossomos “A” (Pefaloza

& Valls, 2005). Ocorre em 4reas arenosas de cerrado no estado do Mato Grosso (Valls &
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Simpson, 2005). De acordo com os ltimos autores, os cruzamentos que envolveram essa
espécie com outras representativas do grupo Arachis e produziram hibridos, apontaram

distintos resultados quanto a viabilidade de grao de pdlen.

2.3.5 Arachis magna

Essa espécie vive em solos profundos e imidos, geralmente em terra vermelha, no
estado do Mato Grosso e na Bolivia. Possui 20 cromossomos e € anual (Krapovickas &
Gregory, 1994). De acordo com a morfologia externa da planta, é bastante semelhante a A.
monticola e a A. ipaénsis, que € menos vigorosa, mas possui padrdo de crescimento similar

a A. magna (Krapovickas & Gregory, 1994).

2.3.6 Arachis vallsii

Espécie brasileira e anual encontrada no estado do Mato Grosso do Sul. Arachis
vallsii possui 2n = 20 cromossomos (Lavia, 1996) e produz frutos e sementes sob
condi¢des de inundacio, em solos encharcados (Krapovickas & Gregory, 1994). E possivel

que seja fonte de resisténcia a doencas relacionadas ao excesso de umidade.

2.3.7 Arachis williamsii

Localizada na Bolivia, essa espécie anual é conhecida por ser amplamente

adaptada a condi¢des de alagamento prolongado (Krapovickas & Gregory, 1994). Possui

2n = 20 cromossomos ¢ estd incluida no grupo de espécies mais associadas ao “genoma B”

de A. hypogaea. De acordo com sua afinidade estimada por marcadores moleculares
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(Gimenes et al., 2002a, 2002b; Moretzsohn et al., 2004; Milla et al., 2005; Bravo et al.,

2006) estd associada a A. ipaénsis, A. magna, A. gregoryi e A. valida.

2.3.8 Arachis valida

Essa espécie também € encontrada no Pantanal, no estado do Mato Grosso do Sul,
e possui 2n = 20 cromossomos (Fernindez & Krapovickas, 1994). E encontrada em

regides permanentemente expostas a grandes inundacdes (Krapovickas & Gregory, 1994).

2.3.9 Arachis hoehnei
E uma espécie anual e diplSide, com 2n = 20 cromossomos (Fernindez &
Krapovickas, 1994), por enquanto s6 conhecida no estado do Mato Grosso do Sul. A
ocorréncia no Paraguai, citada por Krapovickas & Gregory (1994), baseou-se na inclusao
de materiais de uma espécie distinta, A. schininii Krapov., Valls & C.E. Simpson,

provavelmente segregada (Valls & Simpson, 2005).

2.4 Hibridos interespecificos

Além das espécies em pauta, também foram estudados hibridos interespecificos
dipléides e tetrapldides relacionados a estas. Os cruzamentos realizados para a obtengdo
destes foram desenvolvidos com plantas origindrias das mesmas populag¢des de onde foram
coletados os exemplares tipos das espécies em questdo. Os hibridos produzidos entre
espécies diploides da seccdo Arachis em projetos paralelos a este estudo e a cargo de

Adriana Regina Custédio (doutoranda da UFSC com atuacdo na Embrapa Recursos
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Genéticos e Biotecnologia), Alessandra Pereira Fivero (enquanto doutoranda da USP e
como pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia), Andréa Gobbi
Barbosa (em trabalho de hibridacdo destinado a preparacdo de mapa genético do genoma
B de A. hypogaea, como doutoranda da UNESP em Botucatu — SP) e Lessandra Silva
Rodrigues (entdo doutoranda da UNESP em Botucatu — SP, atuando na Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia), estdo relacionados na Tabela 3.

Tabela 3: Hibridos interespecificos envolvidos na pesquisa. Brasilia, 2008.

Hibrido interespecifico Acessos utilizados nos cruzamentos 2n Producao

A. ipaénsis X A. duranensis K 30076 x V 14167 20 APF
A. ipaénsis X A. duranensis K 30076 x V 14167 40 APF
A. ipaénsis X A. magna K 30076 x K 30097 20 AB

A. gregoryi X A. magna V 14957 x K 30097 20 ARC
A. gregoryi x A. williamsii V 14957 x Wi 1118 20 ARC
A. gregoryi X A. valida V 14957 x V 13514 20 ARC
A. vallsii x A. ipaénsis V 7635 x K 30076 20 LSR
A. vallsii x A. williamsii V7635x Willl8 20 LSR
A. vallsii x A. williamsii V7635 x Willl8 40 APF

Abreviaturas: 2n = nimero de cromossomos; AB = Andréa Gobbi Barbosa; APF = Alessadra Pereira
Favero; ARC = Adriana Regina Custdédio; LSR = Lessandra Silva Rodrigues.

Coletores: K = A. Krapovickas e colaboradores; V = J. F. M. Valls e colaboradores; Wi = D. E. Williams
e colaboradores.

No género Arachis a cruzabilidade entre espécies estd diretamente relacionada as
relagdes de afinidade entre suas espécies (Krapovickas & Gregory, 1994). Este fato pode
ser mais uma vez reforcado pela divisao taxondmica do grupo, que também tem como base

dados de cruzamentos inter e intraespecificos.
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A obtencdo de anfidipldides por Alessandra Pereira Favero (Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia) foi realizada por duplicacdo cromossdmica de hibridos
representativos dos “genomas A x B” de A. hypogaea com colchicina (Favero et al., 2006).
Um desses anfidipl6ides resultou da duplicacdo do hibrido dipléide entre A. duranensis
(relacionada ao “genoma A” de A. hypogaea) X A. ipaénsis (relacionada ao “genoma B” de
A. hypogaea), o que repete a histéria evolutiva da espécie cultivada A. hypogaea (o
amendoim). O outro hibrido tetrapléide utilizado neste trabalho, também obtido por
Alessandra Pereira Favero, resultou da duplicagdo cromossdmica do hibrido dipldide entre
A. vallsii x A. williamsii, cujos genitores ndo apresentam o par cromossomico “A” (Lavia,
1996).

O processo de obtengdo de hibridos experimentais é de fundamental importancia
para detectar afinidades e, nos estudos ja citados, foi utilizado para estabelecer ou

confirmar as secgdes taxondmicas.

2.5 Anatomia

Os conhecimentos sobre anatomia vegetal sdo de relevante importancia quando se
trata de reproducdo vegetativa de plantas, em que a identificacdo de caracteres estruturais é
fundamental no processo de propagacdo que depende da regeneracdo de tecidos (Silva et
al., 2005). Além disso, estudos sobre anatomia descritiva e anatomia quantitativa sio
recentemente utilizados na literatura como aporte e subsidio de solucdes para
questionamentos taxonOmicos que evolvam espécies de um mesmo grupo com
semelhancas na organografia (Rio et al, 2005). Caracteres tteis para distingdes

taxondmicas foram utilizados por Oliveira et al. (2008) para separar as nove espécies do
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género Raddia em diferentes subgrupos. Neste mesmo trabalho foram encontrados
caracteres exclusivos pertencentes a duas espécies do género.

Mussury et al. (2007) trabalharam com caracteres anatomicos foliares de algumas
espécies da familia Amaranthaceae com o objetivo de facilitar a identificacdo taxondmica
dos individuos do género Gomphrena. Silva & Alquini (2003) distinguiram duas espécies
do género Axonopus por apresentarem caracteristicas anatdmicas exclusivas, como a
presenca de células buliformes e tricomas. Em Poaceae, estudos comparativos de anatomia
da lamina foliar resultaram na distincdo entre duas espécies que apresentam grande
similaridade quanto a morfologia externa (Alvarez et al., 2005). Duas espécies do género
Plantago L. que careciam de estudos anatomicos de folha foram analisadas por Rocha ef
al. (2002), que revelaram similaridade entre essas espécies e os outros individuos do
mesmo grupo.

Em Arachis, observagdes sobre a anatomia foliar de A. hypogaea caracterizaram a
presenca de uma estrutura mesofitica com alguns poucos caracteres xerofiticos (Reed,
1924). A diferenciacio do mesofilo foliar em parénquima palicddico e parénquima
lacunoso foi relatada por Yarbrough em 1957, para A. hypogaea. Estudos histoldgicos
foliares de dois genétipos do amendoim (A. hypogaea) resultaram na observacdo de
caracteristicas distintivas que separam os materiais analisados (Veiga et al., 1994).
Caracteres relacionados a morfologia de estdmatos também indicaram diferencas entre
gendtipos de A. hypogaea em um trabalho em que a variabilidade de estomatos ocorrentes
em foliolos do amendoim foi avaliada (Veiga ef al., 1992a).

Estudos histoquimicos com dois diferentes genétipos do amendoim (A. hypogaea)
demonstraram que € possivel distingiii-los a partir de suas composicdes histoquimicas
(Veiga et al., 1992b). Tais autores também afirmam que contaminagdes fungicas foliares

provavelmente estdo relacionadas a fatores histoquimicos.
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2.6 Estudo meiotico

Embora dependente da disponibilidade de plantas vivas, a andlise meidtica vem
sendo continuamente empregada, por mais de meio século, para a solucdo de questdes
referentes a estabilidade reprodutiva de espécies, ao potencial de pareamento
cromossomico regular de seus hibridos, a similaridade de comportamento de hibridos de
espécies mais ou menos similares, associadas em mesmas sec¢des ou géneros, € mesmo
para a alocacio de taxons em niveis supra-genéricos, como tribos e subfamdlias.

Baker & Baker (1967) abordaram as relacdes de espécies de Filipendula e Spiraea
(Rosaceae) e seus possiveis hibridos, propondo a alocagdo de géneros com nimeros
bésicos distintos a diferentes subfamilias. Therman (1956) abordou as relacdes genéricas
na tribo Polygonatae de Liliaceae, enfatizando os distintos ndmeros bdsicos e a freqii€ncia
de quiasmas. Menzel & Martin (1974) analisaram a proximidade de oito espécies da
seccdo Furcaria de Hibiscus (Malvaceae), enfatizando distin¢des pela andlise da meiose de
seus hibridos. Do estudo meidtico de Acanthophyllum (Caryophyllaceae) por Ghaffari
(2004), resultou a recomendacdo da transferéncia de A. caespitosum Boiss. a uma nova
sec¢do. A andlise meidtica de taxons brasileiros da seccdo Axonopus, série Axonopus, do
género Axonopus (Poaceae) permitiu a nitida distincdo de espécies silvestres
meioticamente estdveis, em relacdo aos hibridos naturais esporadicamente formados entre
elas, em dreas de simpatria, em distintos niveis de ploidia (Hickenbick et al., 1975).

Nas leguminosas, Conterato & Schifino-Wittmann (2006) confirmaram a
regularidade da meiose de espécies silvestres brasileiras de Lupinus pelo indice meidtico,
estimativas de viabilidade de grdo de pdlen e configuragdes cromossOmicas. Newell &
Hymowitz (1983) analisaram espécies dipldides de Glycine e seus hibridos, chamando a

atencdo para o fato de algumas plantas hibridas ndo atingirem a flora¢do, o que impede a
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andlise de sua meiose. Grant ef al. (1984) deram seqii€ncia a andlise de espécies e hibridos
de Glycine e segregaram as espécies parentais em grupos de similaridade. Somaroo &
Grant (1972) analisaram comparativamente as configuragdes meidticas de sete espécies
dipléides de Lotus e 16 combinacdes hibridas, com base na morfologia dos bivalentes.
Estes autores enfatizam que a simples constatacdo de pareamento pode ser enganadora, ja
que ainda pode esconder alteracOes cromossOmicas estruturais. Além disso, mostraram
que, em seus hibridos, a fertilidade de pdlen ndo foi associada as irregularidades meidticas
observadas, podendo resultar de controle genotipico.

Em Arachis, Resslar & Gregory (1979) analisaram a meiose de trés espécies
dipldides da sec¢@o Arachis portadoras do par “A” e seus hibridos, demonstrando a grande
afinidade, pela alta freqiiéncia de pareamento completo (formagdo de 10 bivalentes por
célula). Lavia et al. (2001) estudaram a meiose de representantes das seccoes
Procumbentes e Arachis, ambas em foco na presente revisdo da posicio taxondmica de A.
vallsii, As espécies da seccido Arachis foram divididas em dois grupos, pela presenca ou
auséncia do par cromossdmico “A”, tdo evidente em meiose, quanto em andlises mitdticas
anteriores (Ferndndez & Krapovickas, 1994). Rodrigues et al. (2004) publicaram as
primeiras informagdes meidticas de outras quatro espécies da seccdo Arachis,
evidenciando alguma irregularidade em A. benensis. Os autores também chamam a
atencdo para a boa distingdo do par cromossdmico “A” em meiose, o que favorece a

andlise de alotetrapléides.
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3. OBJETIVOS

Contribuir para um melhor conhecimento taxondmico da estrutura sistemética do
género Arachis, a partir do estudo anatdmico comparativo entre algumas espécies e

hibridos obtidos, nos niveis citolégicos dipléide e tetrapldide, da sec¢do Arachis.

3.1 Objetivos especificos

A — Identificar caracteres semelhantes e distintivos entre as espécies estudadas e
seus respectivos hibridos;

B — Contribuir para o esclarecimento das relacdes de afinidade de A. ipaénsis,
espécie boliviana associada a origem de A. hypogaea, e A. magna, da Bolivia e do Brasil;

C — Estimar a viabilidade polinica de algumas espécies e hibridos interespecificos
de Arachis da seccio Arachis;

D - Discriminar as possiveis plantas maternais dos hibridos dipldides de A.
ipaénsis X A. magna,

E — Avaliar alguns caracteres organogrificos de individuos hibridos e seus
progenitores;

F — Estudar e comparar a anatomia foliar de espécies e hibridos de Arachis da
seccdo Arachis;

G — Avaliar a meiose para alguns individuos do género Arachis.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Espécies e hibridos analisados

I:I Espécies

[ | Hibridos diplcides

[ ] Anfidipldides

A. hoehnei
K 30006

A. hypogaea
V 12548

K 30076 x V 14167
2n =40

K 30076 x V 14167
2n =20

A. ipaénsis
K 30076

A. duranensis
V 14167

K 30076 x K 30097
2n =20

A. magna
KG 30097

V 14957 x K 30097
2n =20

A. valida
V 13514

V 14957

A. gregoryi

V 7635 x K 30076
2n =20

A. vallsii
V 7635

V7635 x Wi 1118
2n =20

A. williamsii
Willl8

V 7635 x Wi 1118
2n =40

V 14957 x V 13514
2n =20

V 14957 x Wi 1118
2n =20

Figura 4: Diagrama esquemadtico das espécies e hibridos estudados.
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Os experimentos realizados utilizaram germoplasma de espécies e de hibridos do
género Arachis, selecionados entre os ja disponiveis no Banco Ativo de Germoplasma de
Arachis spp. (BAG Arachis), da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Embrapa/Cenargen), em Brasilia, onde foram mantidos como plantas vivas em telados.

Para o presente trabalho foram utilizadas todas as espécies e hibridos

interespecificos indicados no esquema ilustrado na Figura 4.

4.2 Germinacao de sementes

Para a obtencao de plantas de provaveis hibridos resultantes do cruzamento entre A.
ipaénsis K 30076 e A. magna K 30097 fez-se necessario a germinagio de sementes. Estas
sementes resultaram da geracdo F1 de plantas hibridas e foram cedidas pelo pesquisador da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia Dr. Marcos Aparecido Gimenes.
Primeiramente, foram colocadas para germinar dez sementes referentes a este cruzamento,
e posteriormente foram germinadas mais dez. Destas, dezenove plantas sdo mantidas vivas
em condig¢des de telado.

Oito sementes de A. hoehnei K 30006 também foram colocadas para germinar ja
que este acesso nao foi encontrado disponivel no telado de Arachis na Embrapa Cenargen.
Além destas, para a espécie A. ipaénsis K 30076 foram colocadas para germinar treze
sementes.

Para o anfidipléide obtido através de duplica¢do do hibrido dipléide entre A. vallsii
x A. williamsii, foram colocadas para germinar duas de suas sementes. As sementes deste
anfidipléide foram cedidas pela pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia Dr*. Alessandra Pereira Favero. Para essas sementes foi acrescentado de

duas a cinco gotas de solugdo de Ethrel no papel Germitest.
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Para a germinacio destas sementes adotou-se o seguinte protocolo:

I — Selecdo das sementes mantidas e conservadas em Camara Fria a 10° C, como
segmentos de frutos isolados;

II — Em seguida, estas foram retiradas do segmento de fruto e lavadas em dgua
destilada;

III — As sementes foram colocadas para germinar em papel Germitest embebido de
dgua destilada. Quando necessario retirou-se o tegumento das sementes;

IV — O conjunto de sementes em papel Germitest foi mantido em Camara de

Germinagao com temperatura controlada a 28 °C e com fotoperiodo de 12 horas.

Figura 5: (A) e (B): Germinacgio de sementes em papel Germitest; (C): Manutencdo das

plantas jovens em telado.

As condicdes ideais adotadas para a germinacio de sementes seguiram protocolos
localmente utilizados para A. hypogaea (Pefialoza & Valls, 2005).

Quando as sementes germinadas, incluindo o hipocétilo e raiz primdria, atingiram
um comprimento superior a 3 cm, aproximadamente e podendo variar, promoveu-se 0O

transplante dessas para copos plasticos com solo e areia (1:1). As plantulas jovens foram
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mantidas em copos plésticos com solo e areia na mesma propor¢do em estufa adaptada no
telado de Arachis, na Embrapa Cenargen. Com o desenvolvimento e conseqiiente
crescimento das plantas jovens realizaram-se os transplantes destas para vasos de cimento

(floreiras) e de pldstico com o mesmo tipo de substrato, onde sio mantidas at¢ o momento.

4.3 Viabilidade de grao de pélen por coloracao

A coloracdo de grdo do pdlen foi realizada para se estimar a viabilidade destes
grios, o que sugere se uma planta pode ou ndo ser considerada fértil. As plantas envolvidas
nesta etapa da pesquisa abrangem aquelas que tiveram suas sementes germinadas, além de,
uma planta de A. hypogaea V 12548 e uma de A. duranensis V 14167. Nesta etapa foram
analisados graos de pdlen de 40 plantas.

Para a coloracio de grao de pdlen adotou-se o seguinte procedimento:

I — A coleta das flores foi realizada em copos pldsticos com uma lamina de dgua
destilada (para evitar ressecamento) entre 8h30 e 9h30 da manha;

I — As flores foram abertas e suas anteras foram maceradas sob uma lamina com
carmim acético glicerinado (1:1). Esta etapa foi realizada no Laboratdrio de Citogenética
Vegetal da Embrapa Cenargen;

III — As laminas produzidas foram mantidas a temperatura ambiente sobre a
bancada por, no minimo, uma hora;

IV — Por fim, analisou-se a colora¢io dos graos de pdlen sob microscopio éptico e
com o auxilio de um contador de laboratério. A contagem foi realizada por amostragem ao

acaso das laminas e os grios de pdlen foram avaliados em duas categorias: corados e ndo

corados.
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A coleta das flores foi feita durante os meses de fevereiro e maio de 2008, e de
forma aleatdria. Para cada planta analisada nesta etapa da pesquisa foram consideradas sete
flores coletadas no menor periodo de tempo possivel de acordo com o florescimento das
plantas. Dentre estas, foram descartados o menor valor e o maior valor encontrados nas

estimativas de viabilidade de grao de pdlen por coloracio.

4.4 Analise molecular de provaveis hibridos entre A. ipaénsis x A. magna

Para garantir a utilizacdo de plantas hibridas neste trabalho fez-se necessdria uma
identificagdo molecular dos provdveis hibridos obtidos através do cruzamento entre A.
ipaénsis e A. magna, ji que ndo se tinha certeza se aquelas sementes colocadas para
germinar eram origindrias de autofecundag¢do maternais ou eram resultado do cruzamento
artificial realizado entre essas duas espécies dipldides. Para se discriminar, as possiveis
plantas maternais dos hibridos em questio, foram utilizados procedimentos de extracdo de
DNA genomico de folha e a identificacdo dos hibridos foi realizada por marcadores
microssatélites. Esta etapa da pesquisa, em que se fez necessdrio um estudo utilizando
marcadores moleculares, foi realizada no Laboratério de Caracterizagdo Genética Vegetal
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Nesta fase foram avaliadas as dezenove plantas identificadas como sendo provaveis
hibridos resultantes do cruzamento entre A. ipaénsis x A. magna geragdo F1. Destas, foram
coletadas folhas jovens e frescas utilizadas na extracdo de DNA gendmico que seguiu o
seguinte protocolo, adaptado de Ferreira & Grattapaglia (1995):

I — A coleta das folhas frescas foi realizada no periodo matutino préximo as 10h.

Nesta etapa, aproximadamente 200 mg de cada amostra foi alocada em tubos de
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microcentrifuga de 2 ml devidamente identificados, que foram armazenados em nitrogénio
(Ny) liquido;

IT — As amostras de cada tubo com N; liquido foram maceradas;

IIT — Foram adicionados as amostras 700 pl do Tampao 2x CTAB e 2 pl de 2-
mercaptoetanol por ml do Tampdo. Nesta etapa o material foi mantido incubado em
banho-maria a 60° C durante 60 minutos;

IV — Foi adicionado 700 pul de cloroférmio — élcool isoamilico (24:1) e misturou-se
até a formacdo de uma emulsio;

V — O material foi centrifugado a 14.000 rpm por cinco minutos. Depois, a fase
aquosa obtida foi transferida para dois novos tubos de microcentrifuga de 1,5 ml (cerca de
300 pl de cada amostra foi transferido para cada um dos tubos);

VI — Foi adicionado 900 pl do tampdo de precipitagio CTAB e agitaram-se
lentamente os tubos. Esta etapa foi seguida de centrifugacdo a 13.200 rpm por 1,5 minuto.

VII — Descartou-se cuidadosamente o sobrenadante e o pellet com o DNA
permaneceu aderido ao fundo dos tubos;

VIII — O DNA dos dois tubos de cada amostra foi ressuspendido com 600 ul de
NaCl. As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por cinco minutos e o sobrenadante
transferido para um novo tubo;

IX — Precipitou-se 0 DNA com 1 ml de etanol absoluto e centrifugou-se a 13.200
rpm por 2 minutos. Logo depois, o sobrenadante foi descartado cuidadosamente;

X — O pellet restante foi lavado por duas vezes com 500 ul de etanol 70% e
centrifugou-se as amostras a 13.200 rpm por 1,5 minuto;

XI - Foi feita uma rdpida centrifugacio (spin) e o pellet foi colocado para secar a

temperatura ambiente por no minimo 12 horas;
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XII - Por fim, ressuspendeu-se 0 DNA com 50 ul de TE e RNAse (1 mg/ml). Esse
material foi incubado a 37° C por aproximadamente 60 minutos.

A quantificacdo de DNA genomico foi estimada pelo uso de géis de agarose a 1%
com corrida a 90 W por 40 minutos. Nesta etapa foram utilizados dois marcadores
moleculares de massa correspondentes a A 50 ng/ul e A 100 ng/ul. Ao final deste
procedimento o DNA das amostras foi diluido para uma nova concentracio de 2,5 ng/ul.
Os géis de agarose foram documentados sob luz ultravioleta.

A reacdo de amplificacdo de DNA (reacdo de polimerase em cadeia — PCR) teve
um volume final de 13 pl por pogo no gel. Os reagentes foram misturados separadamente
do DNA. Cada reacdo continha 153 pl de dgua estéril; 117 ul de Tp10x; 13,5 pl de MgCly;
117 pl de dNTP; 117 pul de BSA (bovine serum albumine) e 22,5 pul de Taq DNA
Polimerase. Ao final foram adicionados 4 ul de primer e 3 pul de DNA.

Os primers utilizados neste trabalho foram cedidos pelo pesquisador da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia Dr. Marcio de Carvalho Moretzsohn. Sdo eles:
TC3BS5, TC1D2, PM24, TC5CS, RN27 A10, TC1A2, Pseq 5G9 e TC7H11.

Utilizou-se gel de poliacrilamida para a distingdo entre individuos por
polimorfismo entre marcadores microssatélites. Os protocolos de preparo deste gel e da
coloragdo com nitrato de prata foram adaptados de Bassam et al. (1991) e Creste et al.
(2001).

A utiliza¢do das placas onde o gel de poliacrilamida correu envolveu o preparo do
Bind e do Repel. Limpou-se por duas vezes a placa de vidro com 995 ul de etanol, 10 ul
de acido acético e 6 ul de bind silane. Esperou-se secar por aproximadamente cinco
minutos e, entdo, a placa foi lavada com etanol. Foi preparado o Repel para a placa de
acrilico, onde foi aplicado 1 ml de Rain X e esperou-se secar por cinco minutos. Esta placa

foi lavada com dgua destilada.
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As placas foram montadas e niveladas para a eletroforese. Para a producdo do gel
de poliacrilamida misturou-se 100 ml de acrilamida (5%) a 666 ul de APS (10%). Esta
solucdo foi vertida com auxilio de uma seringa nas placas. Esperaram-se aproximadamente
duas horas para a completa polimerizagdo do gel.

Foram feitas pré-corridas para os géis por no minimo 45 minutos a 90 W. As
amostras que foram quantificadas acrescentou-se 3 ul de solucio tampdo formamida e em
seguida esse material foi desnaturado no termociclador de placa a 95° C por cinco minutos.
Na seqiiéncia, as amostras foram mantidas no gelo até a aplicacdo no gel. A eletroforese
ocorreu a 90 W e para o primeiro gel durou 50 minutos; para o segundo gel durou 1h15.

A coloracdo do gel de poliacrilamida foi realizada com a exposi¢do deste as
seguintes solucdes: (1.a) fixador por dez minutos em agitador; (1.b) lavagem em 4gua
destilada por um minuto; (2.a) oxida¢do por trés minutos em agitador; (2.b) lavagem em
dgua destilada por um minuto; (3.a) coloracdo em solucdo de nitrato de prata por 20
minutos; (3.b) lavagem em &dgua destilada por 30 segundos por duas vezes consecutivas;
(4) revelador por aproximadamente trés minutos; (5.a) solugdo STOP por cinco minutos;
(5.b) lavagem em dgua destilada por um minuto. As placas foram colocadas para secar ao
ar livre antes de se obter as imagens digitalizadas do gel com auxilio de scaner e do

programa EPSON Scan I132.

4.5 Descritores organograficos

Foram avaliados alguns caracteres organograficos de acordo com o uso de

descritores comumente empregados para espécies de Arachis (Veiga et al., 1986; IBPGR,

1990; Mongato, 1995; Favero, 2004; Custédio, 2005). Os dados morfolégicos foram
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obtidos dos individuos hibridos e seus progenitores ji abordados nesta pesquisa. As
medi¢cdes foram realizadas com auxilio de paquimetro digital.

As caracteristicas morfoldgicas foram observadas no ramo principal e em um dos
ramos cotiledonares de todas as plantas em estudo. Para cada espécie e hibrido, o nimero
de plantas empregadas para fazer as medi¢Ges variou entre uma e trés. Utilizou-se uma das
ultimas folhas expandidas de cada ramo para as medicOes. Os caracteres observados
incluiram: comprimento e largura de foliolos distais e proximais esquerdo, € comprimento

e espessura de peciolo.

A B

Figura 6: Foliolos utilizados nas andlises descritivas organogréficas. (A) Folha inteira; (B)

Foliolo utilizado nas medicdes.

N

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica e foram calculados: a

média, o desvio padrio e o coeficiente de variacdo.

4.6 Anatomia

As andlises anatdmicas foram realizadas no Laboratério de Anatomia Vegetal da

Universidade de Brasilia, seguindo os protocolos convencionais. Os materiais utilizados

nesta etapa do trabalho receberam numeragdes de acordo com a Tabela 4.
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Para a coleta das folhas utilizou-se o seguinte padrdo: folhas totalmente expandidas

entre o segundo e terceiro entre nd, e aproximadamente do mesmo tamanho. Tiveram

preferéncia nos cortes anatdmicos transversais as regides medianas do foliolo superior

esquerdo das folhas, e aqueles que ndo apresentavam nenhum tipo de injuria (Figura 6).

As amostras de folha foram coletadas e fixadas em solucdo de FAA 70 (90 ml de

etanol 70%; 5 ml de 4cido acético glacial; 5 ml de formaldeido). Estas amostras foram

mantidas nessa solu¢do por aproximadamente 24 horas e armazenadas em solugdo de

etanol 70% a temperatura ambiente.

Tabela 4: Identificacido dos materiais utilizados no estudo anatomico foliar. Brasilia, 2008.

N° Individuos Acessos 2n
1 Arachis ipaénsis K 30076 20
2 Arachis duranensis V 14167 20
3 Arachis ipaénsis x Arachis duranensis K 30076 x V 14167 20
4  Arachis ipaénsis x Arachis duranensis K 30076 x V 14167 40
5 Arachis hypogaea V 12548 40
6 Arachis hoehnei K 30006 20
7 Arachis vallsii V 7635 20
8 Arachis gregoryi V 14957 20
9  Arachis gregoryi x Arachis magna V 14957 x K 30097 20
10 Arachis vallsii x Arachis ipaénsis V 7635 x K 30076 20
11 Arachis williamsii Wi 1118 20
12 Arachis gregoryi x Arachis williamsii V14957 x Wi 1118 20
13  Arachis vallsii x Arachis williamsii V7635 x Wi 1118 20
14 Arachis valida V 13514 20
15 Arachis gregoryi x Arachis valida V 14957 x V 13514 20
16 Arachis ipaénsis x Arachis magna K 30076 x K30097 20
17 Arachis magna K 30097 20
18 Arachis vallsii x Arachis williamsii V7635 x Wi 1118 40

Abreviaturas: N° = niimero; 2n = niimero de cromossomos.
Coletores: K = A. Krapovickas e colaboradores; V =J. F. M. Valls e colaboradores;
Wi = D. E. Williams e colaboradores.
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Os cortes transversais das 1aminas foliolares realizados a mao livre, foram feitos
com o auxilio do micrétomo de mesa e laminas de alto desempenho especificas. Utilizou-
se isopor como suporte para as amostras na realizacdo dos cortes. Para a observacdo ao
microscépio destes cortes foi necessdria a utilizacdo da técnica de clareamento, em que 0s
cortes mais finos foram: (1) imersos em solucdo de hipoclorito de sédio 10 ou 20%, por
aproximadamente 15 minutos ou até o material ficar transparente; (2) colocados em
solucdo de hipoclorito 50% por 5 — 10 minutos; (3) lavados em dgua destilada de 3 — 5
vezes, por 2 — 3 minutos a cada lavagem; (4) colocados em etanol 50% por
aproximadamente 1 minuto; e, por fim, (5) corados com solugao alcodlica de azul de alcian
e safranina (4:1) por cerca de 20 segundos, acompanhando a tonalidade da amostra. Apés
esse procedimento, o material foi lavado em 4lcool comercial e os cortes foram imersos em
solucdo de etanol 100% e acetato de butila nas seguintes proporc¢oes: 1:3, 1:1 e 1:3. Ao
final, os cortes foram imersos em acetato de butila puro e as laminas foram montadas em
verniz vitral incolor (Paiva et al. 2006) ou resina.

Para os cortes transversais das laminas foliolares realizados no micrétomo rotativo
foi realizada a inclusdo em parafina conforme o procedimento (Figueiredo & Graciano-
Ribeiro, 2000): (1) desidratacio elitica gradual e remocdo gradual da dgua e dos fixadores,
com preenchimento dos espacos com etanol, (2) infiltracdo e embebimento do tecido em
parafina, (3) microtomia e distengdo dos cortes, (4) remogao da parafina e coloragio, e (5)
montagem em meio permanente com resina ou verniz vitral incolor (Paiva et al. 2006). A
espessura dos cortes transversais realizados em micrétomo rotativo variaram de 0,6 um a
12 pm.

A inclusdo do material vegetal em historresina foi realizada de acordo com o
seguinte procedimento: (1) desidratacdo etilica gradual (etanol 70%, 95% e 100% por duas

horas em cada etapa), (2) pré-infiltracdo em etanol absoluto e resina liquida (1:1) por duas
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horas no vécuo, (3) infiltracdo com solu¢do Meio A (meio A’ — 100 ml de resina liquida
para 0,9 g de p6 ativador, ou meio A”” — 50 ml de resina liquida para 0,5 g de p6 ativador)
entre 5 a 24 horas no vécuo, (4) polimerizacdo em solu¢cdo Meio B (meio B’ — 25 ml de
meio A’ para 1 ml de endurecedor / Hardener, ou meio B’ — 15 ml de meio A’” para 1 ml
de endurecedor / Hardener) e (5) emblocamento do material em molde de silicone. A placa
de molde foi mantida em estufa de 40° C e 70° C até o endurecimento do material. A
coloragdo das laminas obtidas por essa técnica foi realizada de duas formas: (1) coloragio
aquosa dupla com safranina 1% e azul de alcian 1%, ou (2) coloracdo policromética com
azul de toluidina 1%. A montagem das ldminas em meio permanente foi feita com verniz
vitral (Paiva et al. 2006).

Ap6s a obtengdo das 1aminas, os melhores cortes transversais foram selecionados,
fotografados e se capturou imagens das estruturas anatdmicas com auxilio do

fotomicroscépio Axioskop Zeiss e do programa Motic Images Plus 2.0.

4.7 Histoquimica

Estudos histoquimicos foram realizados com amostras de cortes transversais de
folhas frescas, dos mesmos materiais utilizados na descricdo anatomica, feitos a mao livre
em micr6tomo de mesa com o auxilio de laminas de alto desempenho para micrétomo.
Foram obtidas amostras de todas as espécies e hibridos envolvidos na pesquisa. Estes
estudos foram realizados no Laboratério de Anatomia Vegetal da Universidade de Brasilia.
O material foi submetido aos seguintes reagentes histoquimicos especificos:

(1) Sudan IV — para evidenciar cutina, suberina e ceras (Jensen, 1962; Gerlach, 1984);

(2) Vermelho de ruténio — para evidenciar mucilagem (Langeron, 1949);
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(3) Vermelho congo — também utilizado para deteccdo de mucilagem (Johansen, 1940;
Dop & Gautié, 1928);

(4) Acido tanico / Cloreto de ferro III — para confirmar a presenga de mucilagem (Pizzolato
& Lillie, 1973);

(5) Azul de metileno 1% com bérax — para confirmar a presenca de corpos silicosos.

Para os testes realizados com Sudan IV foi adotado o seguinte protocolo: (1)
colorac@o dos cortes transversais com Sudan IV em vidro relégio por 20 minutos; (2)
lavagem das amostras em etanol 90%; (3) montagem das laminas e (4) retirada do etanol
com papel filtro e introdu¢do de glicerina 50%. O vermelho de ruténio foi utilizado a uma
concentragdo de 0,001 g para 10 ml de dgua destilada por 10 a 15 minutos para cada
amostra. Neste procedimento ndo se utilizou lavagem dos cortes em etanol. O vermelho
congo, a uma concentracdo de 1%, e o azul de metileno foram empregados por cinco
minutos. As laminas destes dois dltimos testes foram mantidas em glicerina 50%. O
protocolo utilizado com o reagente histoquimico (4) foi: (a) imers@o dos cortes em acido
tanico 50% em etanol durante 10 e 20 minutos; (b) lavagem em dgua destilada; (c) imersdo
das amostras em cloreto férrico 3% e 10%; e (d) lavagem rapida em 4dgua destilada antes
da montagem das ldminas. As ldminas utilizadas em todos os testes histoquimicos

continham quatro cortes transversais de foliolo para cada individuo estudado.

4.8 Analise meiotica

Os estudos meidticos foram realizados no Laboratério de Citogenética da Embrapa

Cenargen, incluiram a participacdo de individuos hibridos (Tabela 5) e seguiram os

protocolos convencionais. Os botdes florais foram coletados em variados horérios ao longo

do dia, sendo que as coletas se concentraram entre os hordrios de 7h e 10h da manh3, e
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fixados em solucdo Carnoy (etanol absoluto: dcido acético glacial, 3:1, v/v). As amostras
foram mantidas nesta solu¢@o por no minimo 2h15 e, além disso, todo o material coletado
sofreu uma limpeza, onde foram retiradas as estipulas que recobrem os jovens botdes
florais. Apés esse procedimento, as amostras foram armazenadas, em vidros pequenos

devidamente identificados, com solucdo de etanol 70% a 4° C.

Tabela 5: Individuos analisados quanto a meiose. Brasilia, 2008.

Hibrido dipldide Acessos

A. ipaénsis x A. duranensis K 30076 x V 14167
A. ipaénsis X A. magna K 30076 x K 30097
A. ipaénsis X A. villosa K 30076 x V 12812
A. gregoryi X A. linearifolia V 6389 x V 9401
A. gregoryi X A. stenosperma 'V 6389 x V 12488
A. gregoryi X A. villosa V 6389 x V12812
A. vallsii X A. williamsii V7635 x Will18

Coletores: K = A. Krapovickas e colaboradores; V =1J. F. M.
Valls e colaboradores; Wi = D. E. Williams e colaboradores.

Para as andlises meidticas em microscopio optico Zeiss, os botdes foram abertos
individualmente e suas anteras, maceradas e coradas uma a uma com carmim acético 2%
ou orceina acética 1% (Lavia et al., 2001). Para cada lamina foi utilizada apenas uma
antera do material coletado afim de que se tenham bons preparados com o minimo possivel
de resto celular de parede das anteras.

Essas andlises se concentraram no pareamento dos cromossomos em diacinese e
em metifase 1 e na segregacdo desses em andfase e em teléfase I. As laminas que
apresentarem resultados representativos e com boas divisdes meidticas foram fotografadas

€ preservadas CcOomo permanentes.
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A interpretacdo dos resultados das andlises meidticas levou em conta as
configuracdes cromossdmicas evidenciadas ao final da préfase e ao longo da diacinese
(andlise do pareamento cromossdmico) e durante a teléfase e a andfase (segregacdo
cromossOmica). Além disso, o indice meidtico, ou seja, a percentagem de tétrades normais
— que reflete a estabilidade meidtica de um organismo (Schifino-Wittmann, 2004) —, as
associagOes meidticas e a estimativa da viabilidade dos graos de pdlen (contagem de grao

de pdlen corado) de alguns dos individuos em estudo, também foram dados analisados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Germinacao de sementes

No processo de aquisi¢cdo de plantas vivas para este estudo, através da utilizacdo do
germoplasma de Arachis, obteve-se 19 plantas identificadas como provéveis hibridos
dipléides de A. ipaénsis x A. magna. Além dessas, todas as oito sementes de A. hoehnei
colocadas para germinar originaram plantulas.

Para a espécie A. ipaénsis, apenas cinco plantas origindrias de suas treze sementes
se mantém vivas. E por fim, nenhuma das duas sementes do anfidipléide entre A. vallsii x
A. williamsii sobreviveram. Estas, apesar de sobreviverem com um crescimento estagnado,
com as plimulas e cotilédones abertos em evidéncia, por mais de 30 dias sob condicdes de

telado, ndo desenvolveram raizes adventicias e morreram (Figura 7).

25 dias

Figura 7: Estagios de crescimento do anfidipléide entre Arachis vallsii x A. williamsii

apos sua germinacao.
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5.2 Viabilidade de grao de pélen por coloracio

A estimativa da viabilidade de grao de pdlen por coloracdo com carmim acético
glicerinado indicou para a maioria dos individuos estudados estimativas que apontam uma
alta viabilidade polinica. E importante lembrar que nesta avaliacio foram utilizadas sete
flores de cada material analisado. Esta técnica é considerada uma forma indireta de se
identificar a viabilidade de graos de pélen ja que a avaliagc@o pela coloracdo e formato dos
graos de pélen € relativa. Durante este procedimento foram avaliadas aproximadamente
300 flores entre os meses de fevereiro e maio de 2008, sendo o més de margo (quando
foram coletadas e analisadas 127 flores) o de maior intensidade de floracdo. Os valores
médios encontrados para cada um dos exemplares analisados podem ser vistos na Tabela
6.

Para os individuos cujos dados ndo aparecem na Tabela 5, obtiveram-se
informagdes insuficientes para se estimar a viabilidade polinica. E notdvel que para todos
os casos analisados obtiveram-se estimativas da viabilidade polinica acima de 80%. A alta
taxa de viabilidade de grio de podlen, além de indicar uma provdvel terminalizacdo
meidtica regular, pode, também, apontar alguma proximidade entre as espécies genitoras.
Estudos recentes correlacionam a alta taxa de viabilidade polinica com a ocorréncia de
meiose regular para algumas espécies do género Arachis (Oliveira & Valls, 2003). A alta
viabilidade de grao de pdlen de hibridos entre A. ipaénsis e A. magna ja havia sido
notificada por outros autores (Simpson & Faries, 2001) e no presente trabalho manteve-se
acima de 85% nos hibridos dipléides identificados por marcadores moleculares como
sendo resultantes de hibridacdo artificial (assunto também abordado no tépico 5.3 do

presente trabalho).
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Tabela 6: Valores médios da viabilidade dos grios de pélen por coloragio. Brasilia, 2008.

Viabilidade de Desvio
grao de polen (%) Padrao (%)

Individuos analisados

A. duranensis 93,86 3,15
043 645

A. ipaénsis X A. magna Planta 01 A 99,51 0,36

2n=20 Planta 02 A 99,60 0,43
Planta 03 A 98,71 0,99
Planta 04 A 98,46 1,01
Planta 05 A - -
Planta 01 B 90,66 4,88
Planta 02 B 89,94 2,32
Planta 03 B - -
Planta 04 B - -
Planta 05 B - -
Planta 06 B - -
Planta 07 B - -
Planta 08 B - -
Planta 09 B - -
Planta 10 B 85,06 6,34
Planta 11 B 99,17 0,31
Planta 12 B 92,80 2,01
Planta 13 B 98,80 0,43
Planta 14 B 99,06 0,34
Planta 15 B! 98,40 1,14
Planta 16 B 92,69 3,66
Planta 17 B - -
Planta 18 B 99,31 0,43
Planta 19 B' 98,83 0,51

A. ipaénsis Planta 01 - -
Planta 02 80,26 7,46
Planta 03 98,51 1,66
Planta 04 96,71 1,71
Planta 05 93,49 10,89

! Hibridos identificados por marcadores moleculares como resultantes de hibridacao artificial.
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A menor taxa de viabilidade polinica foi obtida em uma das plantas analisadas de
A. ipaénsis. Entretanto, nem por isso foi considerada uma viabilidade baixa ja que esta
manteve-se acima de 80%.

Segundo Favero et al. (2006), a viabilidade polinica do anfidipléide A. ipaénsis x
A. duranensis (2n = 40 cromossomos) se aproxima dos 98%. Os mesmos autores ainda
afirmam que esse hibrido aponta para semelhancas evolutivas entre espécies silvestres e o
amendoim cultivado, A. hypogaea. Neste estudo, estimou-se uma taxa de viabilidade de

grdo de pdlen acima de 90%, o que corrobora estudos anteriores.

0 *

Figura 8: Grao de pdlen corado e ndo corado em Arachis hoehnei. Barra = Imm.

Arachis hypogaea apresentou o maior desvio padrdo, o que indica que para essa
espécie obteve-se uma maior dispersio dos valores referentes as taxas de viabilidade
polinica. Em contrapartida, as plantas de A. hoehnei apresentaram desvio padrdo abaixo de
1%, que aponta uma amostra bastante homogénea quanto aos valores obtidos para a
avaliacdo da viabilidade de grio de pdlen. Além dessas, algumas plantas do hibrido

dipléide A. ipaénsis x A. magna também se comportaram da mesma forma.
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5.3 Analise molecular de provaveis hibridos entre A. ipaénsis x A. magna

A identificac@o dos hibridos dipldides A. ipaénsis x A. magna com a utilizacio de
microssatélites foi eficiente para se distinguir seguramente trés plantas hibridas que
correspondem aquelas identificadas como 10B, 15B e 19B (Tabela 6). A planta 10B foi
identificada como sendo um hibrido dipléide de A. ipaénsis x A. magna em 5 primers
(dentre eles: RN27 A10, TC1A2 e Pseq 5G9), a planta 15B, em 4 primers (dentre eles:
RN27 A10 e TC1A2) e a planta 19B, em 3 primers (RN27 A10, TC1A2 e Pseq 5G9).
Estes resultados garantem a origem artificial destes hibridos e descartam qualquer
possibilidade destes serem oriundos de autofecundagdo da planta mae.

O gel de agarose utilizado na quantificacio do DNA gendmico pode ser

visualizado na Figura 9.
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Figura 9: Quantificacio do DNA gendmico (gel de agarose 1%). (A) e (B): provaveis

hibridos dipldides Arachis ipaénsis x A. magna obtidos por germinagdo de sementes.

Nem todos os individuos avaliados puderam ser identificados quanto a sua origem
hibrida dipléide ou maternal, através da utilizacdo de marcadores microssatélites. Alguns

primers mostraram-se inespecificos para a identificacdo via bandas polimérficas. Ainda
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restam ddvidas quanto a origem das plantas 1A, 5A, 1B, 2B, 5B, 12B, 14B, 16B e 18B,
que foram identificadas em apenas dois primers. Para um resultado seguro sobre a
distingdo dessas plantas quanto a sua origem faz-se necessdrio a utilizacdo de outros

primers.

Figura 10: Identificacdo das trés plantas hibridas dipléides Arachis ipaénsis X A. magna
em gel de poliacrilamida em que o primer Pseq 5G9 foi utilizado. 1. A. ipaénsis (K
30076); 2. A. magna (K 30097); Seta preta: planta 10B; Seta azul: planta 15B; Seta

vermelha: planta 19B.

5.4 Descritores organograficos

Quanto a organografia das plantas neste estudo, observou-se a taxa de variabilidade
dos descritores analisados. Para isso, os dados das medic¢des foram tabulados e obtiveram-

se as estatisticas relacionadas na Tabela 7.
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A escolha dos caracteres morfoldgicos utilizados neste trabalho teve como base

outros estudos descritivos (Mongato, 2000; Féavero, 2004; Custodio, 2005), que além de

avaliar a variabilidade das caracteristicas analisadas dentre os acessos e espécies de

Arachis, também se concentraram em avaliar alguns outros elementos estatisticos, tal

como matrizes de correlagdo.

Tabela 7: Estatistica descritiva de caracteres organograficos das folhas de espécies e

hibridos interespecificos de Arachis. Brasilia, 2008.

Média Desvio Coeficiente
Descritor morfolégico das folhas

(mm)  Padrdo  de Variacio
Ramo Principal Foliolo Distal Comprimento 34,49 8,81 25,54%
Ramo Principal Foliolo Distal Largura 15,74 3,84 24.38%
Ramo Principal Foliolo Proximal Comprimento 30,10 8,37 27.81%
Ramo Principal Foliolo Proximal Largura 13,13 3,32 25.27%
Ramo Principal Peciolo Comprimento 29,84 7,19 24.10%
Ramo Principal Peciolo Espessura 1,41 0,28 19,85%
Ramo Lateral Foliolo Distal Comprimento 27,10 6,28 23,16%
Ramo Lateral Foliolo Distal Largura 15,82 3,40 21,52%
Ramo Lateral Foliolo Proximal Comprimento 23,58 5,96 25,26%
Ramo Lateral Foliolo Proximal Largura 12,91 2,49 19,26%
Ramo Lateral Peciolo Comprimento 17,51 7,26 41,44%
Ramo Lateral Peciolo Espessura 1,20 0,18 15,06%

Foi possivel notar que o comprimento do peciolo da folha do ramo lateral € o

descritor morfoldgico que apresentou a maior taxa de variagdo. Isto pode estar relacionado

com as condicdes de luz em que tais plantas se encontraram, que pode ou nio induzir uma
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expansdo do peciolo das folhas em busca de luminosidade, além de outros fatores
exogenos. Por outro lado, no mesmo ramo, a espessura do peciolo apresentou 0 menor
coeficiente de variacdo, dentre as caracteristicas avaliadas. Também vale notar que a taxa
de variac@o calculada para a espessura do peciolo no ramo principal foi uma das mais
baixas obtidas. Estes resultados indicam que o cardter espessura do peciolo é,
aparentemente, o mais homogéneo dentre os descritores estudados. O baixo desvio padrdo
encontrado para esse descritor, em ambos os ramos das plantas, da mesma forma,

evidencia uma homogeneidade dos valores encontrados para tal caracteristica.

5.5 Anatomia

O trabalho descritivo e comparativo desenvolvido a partir das andlises dos cortes
transversais de laminas foliolares (Figura 11) das espécies e hibridos em questio, resultou
na identificacdo de vérios caracteres comuns as nove espécies e seus respectivos hibridos

estudados.

Figura 11: Regido do foliolo onde foram realizados os cortes anatdmicos transversais.
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5.5.1 Descricdo da lamina foliolar

Em todas as espécies e hibridos estudados, os cortes transversais da lamina foliolar
s@o lineares e abertos. Em seccdo transversal da lamina foliar, a epiderme, comumente,
apresenta-se uniestratificada. As células epidérmicas possuem tamanhos e formatos
irregulares, com paredes retas e paredes periclinais externas revestidas por cuticula em
ambas as faces. Sobre as nervuras principais as células epidérmicas possuem tamanhos
menores e formatos regulares, além de apresentarem paredes e cuticulas mais espessas.

Nota-se uma ornamentag@o da cuticula (Figura 18-A), evidenciada principalmente
em regides de bordo foliar e da nervura mediana. Essa caracteristica apenas ndo foi
observada nas espécies A. gregoryi, A. hoehnei, A. valida, e nos hibridos dipléides A.
gregoryi X A. valida e A. vallsii x A. williamsii. Estudos anatdmicos descritivos afirmam
que, em algumas cultivares de A. hypogaea, a cuticula da epiderme uniestratificada pode se
apresentar de forma espessa (Veiga ef al., 1994).

Todos os exemplares estudados apresentaram uma organizagdo anfiestomatica
(Figura 18 A-B). Os estdmatos encontram-se no mesmo nivel das demais células comuns
da epiderme. Em todos os casos € notdvel a presenca de amplas cAmaras subestomadticas.
Estas ocorrem mais comumente ao longo das laminas foliolares, mas ndo deixam de
aparecer na regido da nervura principal, mesmo sendo de menor tamanho. Outra
caracteristica comum € o fato de que essas cAmaras sdo bem mais amplas e evidentes na
face abaxial do que na face adaxial, aonde chegam a ser de duas a trés vezes menores.

Nos cortes transversais de folha, obtidos a mao livre, foi evidenciada a presenca de
tricomas unisseriados e multicelulares em todas as espécies e hibridos. Neste caso, o fator
variante € a quantidade de tricomas encontrados e a localizacdo desses ao longo da lamina

foliar, para cada exemplar estudado. A andlise quantitativa destes caracteres deve ser feita
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posteriormente, a fim de estimar melhor suas variagdes. Outro fato importante, notado
apo6s a inclusdo do material vegetal em historresina, é a auséncia das células apicais nos
diversos tricomas encontrados. Isto pode ocorrer como uma conseqiiéncia dos processos de
fixacdo e armazenamento, em que os materiais vegetais sdo tratados com substincias que
podem degradar certos compostos celulares. E importante a ressaltar a presenca de
tricomas em A. vallsii, evidenciados nos cortes transversais de folha realizados a mao livre.
Tal caracteristica ainda nio havia sido relatada para essa espécie. A descricdo original
(Krapovickas & Gregory, 1994) aponta A. vallsii como uma espécie que apresenta foliolos
glabros, com eventual presenca de tricomas apenas nas margens dos foliolos.

Células mucilaginosas foram evidenciadas na face adaxial em todos os materiais
analisados, sendo que, para A. hypogaea, isto ja havia sido relatado anteriormente (Veiga
et al., 1994). Os corpos mucilaginosos foram encontrados em formato de cone junto a
epiderme voltada para a face adaxial, se expandindo em direcdo ao parénquima palicddico
(Figura 12). Essas células possuem tamanhos distintos que variam desde pequenas, em A.
ipaénsis e no hibrido dipléide A. ipaénsis x A. duranensis, até tamanhos que chegam a
ocupar ¥4 do mesofilo foliar, nos hibridos dipléides A. vallsii x A. ipaénsis e A. gregoryi X
A. williamsii. A maioria dos individuos estudados apresentou células com conteido
mucilaginoso cuja expansdo se deu até aproximadamente a metade da regido do mesofilo.
Além disso, as células de mucilagem apresentaram uma distribui¢do irregular ao longo de
toda a lamina foliolar. Esse tipo celular ndo foi encontrado na face abaxial dos foliolos em
nenhum dos materiais verificados. Corpos mucilaginosos foram classificados como longos
ou curtos para genétipos de A. hypogaea (Veiga et al., 1994), sendo que os curtos

aparecem em ambas as faces.

48



Figura 12: Célula mucilaginosa em evidéncia na face adaxial (Arachis hypogaea).

Barra=1 mm.

A presenca de corpos silicosos na epiderme foi evidenciada principalmente nas
regides da nervura principal e de bordo foliar. As espécies A. hoehnei, A. vallsii € o hibrido
dipléide A. gregoryi X A. magna nao apresentaram esse tipo celular. Aparentemente, para
A. magna e para os hibridos dipléides A. ipaénsis x A. magna e A.vallsii x A. williamsii,
nio foi possivel confirmar a presenca desta substancia. Neste caso, faz-se necessdrio um
estudo histoquimico mais detalhado a fim de confirmar a presenca de silica.

No bordo foliar, ¢ comum que as células da epiderme apresentem um formato
regular tabular e um tamanho menor, quando comparadas ao tamanho das células
epidérmicas presentes ao longo da lamina foliolar. Além disso, nesta regido sdo
comumente encontrados tricomas unisseriados e multicelulares.

Logo abaixo da epiderme voltada para a face abaxial apresenta-se uma camada de
células distintas, a hipoderme, que estd possivelmente relacionada a economia hidrica da
planta. As células hipodérmicas sdo bastante amplas quando comparadas com as células
epidérmicas comuns, podendo chegar a ocupar um espago equivalente a aproximadamente

de % do mesofilo. Em A. magna a presenca de uma hipoderme mais estreita, proximo a
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regido do bordo foliar (Figura 13-A) e da nervura principal, ¢ uma caracteristica que a
distingue dos demais materiais estudados, inclusive de A. ipaénsis e do hibrido dipldide
respectivo a essas espécies. Em A. valida e no hibrido A. gregoryi x A. williamsii (Figura
13-B), nota-se um estreitamento dessa camada de células em regides restritas ao longo da
lamina foliar. Tal caracteristica ndo foi evidenciada nem nos hibridos em que A. valida
esteve envolvida e nem nas espécies genitoras do hibrido dipléide A. gregoryi x A.

williamsii.

Figura 13: Estreitamento da hipoderme. Barra = 1 mm. (A) Bordo foliar de Arachis

magna. (B) Mesofilo do hibrido dipléide A. gregoryi x A. williamsii.

Essa camada de células € evidenciada em toda a lamina foliolar e possui uma

organizacdo uniforme na regido da nervura principal. Essa organizagdo nem sempre ocorre

ao longo das laminas foliolares, onde por muitas vezes essas células apresentam paredes
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retorcidas e dividem espagos com as amplas cadmaras subestomdticas. O formato das
células da hipoderme varia de arredondadas até retangulares ao longo da lamina foliar.

A hipoderme € considerada a estrutura mais comum para armazenamento foliar de
dgua, estando presente em espécies epifitas de Gesneriaceae, Ericaceae, Clusiaceae,
Araliaceae e Bromeliaceae (Madison, 1977). Segundo Haberlandt (1914) e Madison
(1977), além de armazenar 4gua, a hipoderme exerce um papel importante na economia de
calor, especialmente nas epifitas com metabolismo CAM.

Em A. hoehnei, foram encontradas células que sugeriram infestacdo por fungo na
regido da hipoderme (Figura 14). Isto pode indicar uma possivel suscetibilidade dessa
espécie a contaminacdes fungicidas. O fato mencionado sugere estudos fitopatoldgicos
para a averiguacdo do tipo de fungo encontrado. Favero (2004) e Ramos (2007) afirmaram
que alguns acessos de A. hoehnei, dentre os quais estd o acesso utilizado na presente

pesquisa, apresentaram alta resisténcia a cercosporioses, manchas causadas por fungos.

Figura 14: Provavel infestacdo fingica na hipoderme de Arachis hoehnei. Barra = 1 mm.

O mesofilo das espécies e hibridos analisados apresenta, em secc¢ao transversal da
lamina foliar, uma organizac¢do regular e bilateral, ou seja, dorsiventral, com uma clara

distin¢do entre parénquima pali¢ddico e parénquima lacunoso. O parénquima palicadico é
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formado por dois, trés ou mais extratos de células, que se encontram organizadas de forma
compacta, com estreitos espacos intercelulares. As células palicddicas sdo curtas, possuem
extremidades arredondadas, paredes retas e cloroplastos em sua composi¢ao, dispostos na
periferia das células.

O parénquima lacunoso é comumente constituido por um ou dois extratos de
células amplamente distribuidas. Tais células apresentam formatos irregulares e tamanhos
expandidos, o que favorece a formagao de numerosos espacos intercelulares, freqiientes ao
longo da lamina foliar. Nestas células também nota-se a presenga de cloroplastos dispostos
perifericamente para todos os materiais estudados.

No bordo foliar comumente foi encontrado um mesofilo diferenciado em
parénquima paligadico, mais estreito do que o parénquima palicddico que ocorre ao longo
da lamina foliar, e em um amplo conjunto de fibras de paredes espessas € com pontoacdes
simples.

O bordo foliar tende a ser arredondado para todas as espécies e hibridos estudados,
podendo variar quanto ao local de disposi¢ao das fibras e forma (Figura 15). Entretanto, é
notédvel que o conjunto de fibras nesta regido sempre aparece proximo a periferia do bordo.
Nos materiais analisados nota-se a presenga de feixe vascular com extensdo da bainha
parenquimadtica para face adaxial, com excecdo de A. williamsii, que ndo apresentou essa

extensao nos cortes obtidos.
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Figura 15: Formato dos bordos foliolares. (A) Arachis ipaénsis; (B) A. duranensis; (C) A.

ipaénsis X A. duranensis 2n = 20; (D) A. ipaénsis x A. duranensis 2n = 40; (E) A.
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hypogaea; (F) A. hoehnei; (G) A. vallsii; (H) A. gregoryi; (1) A. gregoryi x A. magna 2n =
20; (J) A. vallsii x A. ipaénsis 2n = 20; (K) A. williamsii; (L) A. gregoryi x A. williamsii 2n
= 20; M) A.vallsii x A. williamsii 2n = 20; (N) A. valida; (O) A. gregoryi x A. valida 2n =
20; (P) A. ipaénsis x A. magna 2n = 20; (Q) A. magna; (R) A.vallsii x A. williamsii 2n = 40.
Cortes transversais de foliolo: A — E, realizados a mao livre; F — R, obtidos com auxilio de

micrétomo rotativo. Barra = 1 mm.

A organizacdo do sistema vascular no mesofilo € amplamente distribuida ao longo
da lamina foliar. Os feixes sdo colaterais e € evidente a formacdo de feixes de primeira,
segunda e terceira ordem (Metcalfe, 1960), envoltos por uma bainha de células
parenquimadticas que possui extensdes celulares em direcdo & face adaxial da folha, que
podem ser bisseriadas ou unisseriadas. Essa bainha pode apresentar cloroplastos em sua
composi¢do, fato este, que deve estar relacionado aos processos fotossintéticos
desenvolvidos pelas plantas. No feixe vascular de primeira ordem o floema € envolto por
fibras de paredes espessas. Os feixes vasculares de terceira ordem podem se apresentar
envoltos por bainha parenquimadtica sem extensdes para as faces da folha.

O feixe vascular central, presente na nervura principal, é do tipo arco aberto e pode
estar envolto por uma distinta e continua camada de fibras (em A. hypogaea, A. gregoryi e
no hibrido dipléide A. ipaénsis x A. magna). Na maioria dos casos essas fibras apresentam-
se dispostas em forma descontinua, proximas ao floema no feixe vascular da nervura
mediana. Para as espécies A. magna, A. williamsii, e para os hibridos dipléides A. ipaénsis
X A.duranensis e A. gregoryi x A. williamsii, ndo foi evidenciada a existéncia de fibras na
regido da nervura principal. H4 presenca de xilema e floema em crescimento secundério,
com evidente presenga de cAmbio vascular, para alguns dos individuos analisados, como A.

hypogaea, A. magna e no hibrido dipléide A. ipaénsis x A. duranensis. Uma bainha
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parénquimadtica € evidenciada ao redor do feixe colateral e extensdes da bainha do feixe
sdo vistas em direcdo a face adaxial da ldmina foliar, tal como no mesofilo. Essas
extensdes podem variar de unisseriadas até plurisseriadas, podendo, também, variar em um
mesmo individuo.

Em sec¢do transversal da lamina foliar, a nervura mediana apresenta epiderme
uniestratificada em ambas as faces. A concavidade da nervura central estd voltada para a
face abaxial. O formato da concavidade desta regifo ¢ geralmente semelhante, exceto para
a espécie A. valida, que se destaca das demais por apresentar um formato distinto e
protuberante de nervura principal, no qual suas células sdo mais volumosas e hd um maior

numero de extratos celulares no parénquima desta regido (Figura 16).

S :‘\'_"_.*, .._q.-"‘.‘j" .
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Figura 16: Nervural principal de Arachis valida. Barra = 1 mm.

A organizagdo colateral dos tecidos é semelhante a descri¢do realizada para as
outras regides da folha. O parénquima pali¢ddico também € composto por poucos extratos
celulares e tem organizagdo compacta. Nesta regido, foi possivel observar a expansao de

células parénquimaticas isodiamétricas dispostas logo abaixo da hipoderme.
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Figura 17: Nervura principal e mesofilo em secgdo transversal de foliolo de Arachis
ipaénsis (A), A. duranensis (B), A. ipaénsis X A. duranensis 2n = 20 (C) e A. ipaénsis X A.

duranensis 2n = 40 (D). Barra = 1 mm.
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Figura 18: Nervura principal e mesofilo em secc¢do transversal de foliolo de Arachis

hypogaea (A), A. hoehnei (B), A. vallsii (C) e A. gregoryi (D). Barra =1 mm.
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Figura 19: Nervura principal e mesofilo em seccdo transversal de foliolo de Arachis
gregoryi X A. magna 2n =20 (A), A. vallsii X A. ipaénsis 2n = 20 (B), A. williamsii (C) e A.

gregoryi X A. williamsii 2n = 20 (D). Barra = 1 mm.
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Figura 20: Nervura principal e mesofilo em sec¢ao transversal de foliolo de Arachis vallsii
X A. williamsii 2n = 20 (A), A. valida (B), A. gregoryi X A. valida 2n =20 (C) e A. ipaénsis

x A. magna 2n =40 (D). Barra = 1 mm.
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Figura 21: Nervura principal e mesofilo em sec¢do transversal de foliolo de Arachis

magna (A); e A.vallsii x A. williamsii 2n = 40(B). Barra = 1 mm.

5.5.2. Estudo comparativo

Nas analises comparativas entre os hibridos e suas espécies progenitoras
obtiveram-se os resultados ilustrados nas tabelas a seguir.

Na tabela 8 notam-se as principais caracteristicas anatdmicas relacionadas as
espécies A. hoehnei, A. hypogaea, A. ipaénsis, A. duranensis, e o hibrido dipléide e o
anfidipl6ide destas tltimas espécies obtidos. Dentre essas, € possivel destacar o hibrido A.
ipaénsis X A. duranensis (2n = 20 cromossomos) como sendo o Unico que apresenta uma
distinta expansio de parénquima na regido da nervura principal, sendo ele também o que
possui maior desenvolvimento da extensdo de bainha parenquimdtica para a face adaxial

(Figura 17-C). Para esse mesmo individuo e para A. hypogaea, foi notado crescimento
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secunddrio com evidéncia de cambio vascular, também na regido da nervura mediana. Tal
fato pode ser interpretado como um contra-senso, ja que A. hypogaea teoricamente deveria
se assemelhar mais ao anfidipléide anteriormente citado. Apesar da evidéncia de
crescimento secunddrio, este hibrido dipléide é um dos poucos individuos que ndo

apresentam fibras proximas ao feixe vascular desta regido, do mesmo modo que A. magna,

A. williamsii e o hibrido dipléide A. gregoryi x A. williamsii.

Tabela 8: Andlise anatdmica comparativa de alguns dos materiais estudados. Brasilia,

2008.

R Espécies e hibridos analisados
Caracteres anatomicos

Hy Ip IpDr IpDr™ Dr Ho

Or.nar-nentagﬁo da cuticula na nervura + + + + + -
principal
. 5 o 1

Fibras continuas na nervura principal 5 . . . . .
Organizagdo anfiestomética + + + + + +
Compostos silicosos + + + + + -

o 2 2 3
Células mucilaginosas + + + + + +
Hipoderme + + + + + +
Estratos de c€lulas parenquimadticas na Atéd A3 A5 A2 A2 Até3
nervura

Bi Bi Pluri Bi Bi Pluri

Bainha parenquimadtica na nervura

Crescimento secundario evidente

+ - + -

(+): Presenca; (-): Auséncia; M: Nio apresenta fibras na nervura princial; (): Menores corpos mucilaginosos;
(®): Maiores corpos mucilaginosos; Bi: bisseriada; Pluri: plurisseriada.

Individuos: (Hy) Arachis hypogaea; (Ip) A. ipaénsis; (IpDr) A. ipaénsis x A. duranensis 2n = 20
cromossomos; (IpDr*™) A. ipaénsis x A. duranensis 2n = 40 cromossomos; (Dr) A. duranensis.

Arachis hoehnei, que é uma das espécies que mais se distanciam do grupo de
espécies e hibridos relacionados na Tabela 8, apresenta corpos mucilaginosos maiores,
cuticula sem ornamentagdo, bainha parenquimdtica na regido da nervura principal

semelhante ao hibrido dipléide A. ipaénsis x A. duranensis deste mesmo grupo, auséncia
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de silica e fibras em forma descontinua préximo ao feixe vascular da nervura principal, tal
como A. ipaénsis, A. duranensis e o anfidipléide A.ipaénsis x A. duranensis. A ocorréncia
de fibras em forma continua na regido de nervura mediana, dentre as espécies relacionadas
na Tabela 8, s6 foi evidenciada em A. hypogaea.

Os outros exemplares estudados na presente pesquisa estdo também listados na
Tabela 9. Nota-se, para esse grupo de individuos, que as grandes diferencas encontradas
estdo relacionadas com a ornamentacdo da cuticula, presenca de silica e crescimento
secunddrio.

A evidéncia ou ndo de cuticula ornamentada nas espécies relacionadas na Tabela 9
pode separar em dois grupos os distintos individuos analisados. O grupo que abrange os
materiais que ndo apresentam tal ornamentagdo é composto por A. gregoryi, A. valida e o
hibrido dipléide produzido a partir dessas duas espécies, além do hibrido dipléide A. vallsii
x A. williamsii. Tal cardter foi suplantado no hibrido dipléide entre A. vallsii x A.
williamsii, cujos genitores apresentam a referida ornamentac@o. No entanto o anfidipléide
produzido a partir desses hibridos evidenciou essa caracteristica. Estudos anteriores
propdem que essa ornamentagdo pode ser tratada como cardter taxonomico. Reis et al.
(2005), afirmam que a ornamentacdo da cuticula foi um dos caracteres utilizados na
distingdo entre espécies de dois géneros de Melastomataceae. Através dos resultados
obtidos no presente trabalho, notou-se que a ornamentacdo da cuticula pode comportar-se
como um cardter dominante. E importante ressaltar novamente que A. gregoryi, A. valida e
o hibrido dipléide A. gregoryi x A. valida ndo apresentaram cuticula ornamentada. Em
contrapartida, quando estas espécies foram cruzadas com outras que apresentavam essa
caracteristica, seus hibridos passaram, entdo, a manifestar também o cariter. Além destas
espécies e deste hibrido, A. hoehnei, que se mantém morfologicamente afastada do grupo,

ndo manifestou essa caracteristica.
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Também ¢é importante salientar que para as espécies A. gregoryi, A. williamsii e
para o hibrido dipldide A. gregoryi x A. williamsii, evidenciou-se diferenca quanto a
ornamentacdo da cuticula. Tal caracteristica ndo foi observada em A. gregoryi, porém, o
hibrido dipléide ja citado, apresentou essa ornamentacdo. Associagdes de afinidade
apontadas por marcadores moleculares entre A. williamsii e A. gregoryi ja foram estudadas
anteriormente (Gimenes et al., 2002a, 2002b; Moretzsohn et al., 2004; Milla et al., 2005;
Bravo et al., 2006).

A presenca de silica e de outros compostos quimicos deverdo ser, num futuro
préximo, alvo de um aprofundamento dos estudos histoquimicos, para se delinear a
presenca ou auséncia de substincias semelhantes entre as espécies e seus respectivos
hibridos. Apenas A. magna, A. vallsii, os hibridos dipléides A. ipaénsis x A. magna, A.
gregoryi X A. magna e A. vallsii x A. williamsii ndo apresentaram tal caracteristica.

Refor¢cando o estudo realizado por Krapovickas & Gregory (1994), em que sdo
relacionadas grandes semelhancas morfoldgicas entre A. ipaénsis e A. magna, o estudo
comparativo descritivo da 1amina foliolar de A. ipaénsis, A. magna e do hibrido dipléide A.
ipaénsis x A. magna apontou indicios que corroboram essa similaridade. Para este grupo
de individuos notou-se apenas diferencas quanto a presenca de corpos silicosos, ndao
observados em A. magna e no hibrido dipléide j4 mencionado. Além disso, para esse
hibrido entre A. ipaénsis X A. magna notou-se também uma alta taxa de viabilidade
polinica, o que também contribui para o estreitamento das relacdes de afinidade entre tais
espécies.

Ainda em relacfo a presenga de corpos silicosos, o hibrido dipléide A. gregoryi x
A. magna e A. gregoryi ndo apresentam tais compostos. Notou-se que apesar de ser
encontrado em A. magna, tal cardter ndo foi evidenciado no hibrido resultante do

cruzamento dessas duas espécies.
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Quanto ao nimero de estratos celulares evidenciados no parénquima encontrado na
regido da nervura principal, é predominante dentre os materiais estudados a ocorréncia de

até dois estratos de células (Tabela 9).

Tabela 9: Andlise comparativa do estudo anatdmico. Brasilia, 2008.

a Espécies e hibridos analisados
Caracteres anatomicos

Ip IpM M GM G GVd vd GW W VsW  VsW* Vs  Vslp

Ornamentacdo da cuticula + + +

O ¢ - - - + + - + + +

na nervura principal
Fibras continuas na : + 1 , + : - ! ! . - - -
nervura principal
Org_amzaga(_) + + + + + + + + + + + + +
anfiestomdtica
Compostos silicosos + - - - + b gl gl o - v - -

o 2 3 3
Células mucilaginosas + + o+ + + + t o f + + + + f
Hipoderme + T+ & 0T+ [+ [+ & 10+ T+ ¢+ [+
Estratos de células
parenquimaticas na A3 A2 A4 A2 A2 A3 A4 A2 A2 A3 A3 A2 A2
nervura
Bainha parenquimdticana gy Bi Bi Uni Tri Tri  Uni  Uni  Uni T Pl Uni
nervura
Crescimento secunddrio ) _ + - - . - R R i _ - -
evidente

(+): Presenca; (-): Auséncia; M: Nio apresenta fibras na nervura princial; (): Menores corpos mucilaginosos;
(3): Maiores corpos mucilaginosos; (4) Ocorre estreitamento da hipoderme; Uni: unisseriada; Bi: bisseriada;
Tri: trisseriada; Pluri: plurisseriada.
Individuos: (Vs) Arachis vallsii; (G) A. gregoryi; (GM) A. gregoryi x A. magna 2n = 20; (Vslp) A. vallsii x
A. ipaénsis 2n = 20; (W) A.williamsii; (GW) A. gregoryi x A. williamsii 2n = 20; (VsW) A. vallsii X A.
williamsii 2n = 20; (Vd) A. valida; (GVd) A. gregoryi x A. valida 2n = 20; (IpM) A. ipaénsis x A. magna 2n =
20; (M) A. magna; (VsW4x) A. vallsii x A. williamsii 2n = 40.

Em relacdo a caracterizacdo da bainha parenquimdtica do feixe vascular
encontrado na regio da nervura mediana, A. vallsii se destaca por ser o tinico material que
apresenta bainha plurisseriada. Por outro lado, ha maiores evidéncias de que a bainha

unisseriada predomine dentre os materiais estudados. Para os materiais relacionados na

Tabela 9, apenas observou-se a presenca de crescimento secunddrio na regido da nervura
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principal em A. magna. E importante lembrar que esse carater também foi observado em A.

hypogaea e no hibrido dipléide A. ipaénsis x A. duranensis.

5.6 Histoquimica

Os testes histoquimicos realizados com os reagentes vermelho congo, dcido tanico /
cloreto de ferro I1I e azul de metileno 1% com bédrax, ndo foram distintivos. Nesses casos
notaram-se colora¢cdes inespecificas. Por essa razdo estes dados ndo foram incluidos nestes
resultados (Tabela 10).

O Sudan IV revelou para todos os individuos estudados que as células basais dos
tricomas unisseriados multicelulares sdo compostas por substincias cerosas. Essas células

apresentaram uma colora¢do alaranjada (Figura 22-A).

Figura 22: Andlise histoquimica foliar. Barra = 1 mm. (A): Teste histoquimico com Sudan
IV em Arachis ipaénsis x A. magna, com destaque para coloracio das células basais dos
tricomas; (B-C): Teste histoquimico com vermelho de ruténio; (B): Destaque para a
coloracdo das células apicais dos tricomas em A. gregoryi; (C): Destaque para a coloragio
dos corpos de mucilagem na epiderme voltada para a face adaxial em A. ipaénsis x A.

magna.
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Tabela 10: Andlise histoquimica foliar utilizada para evidenciar corpos cerosos e

mucilaginosos.
Individuo SUDAN IV Vermelho de ruténio
(Cutina, Suberina, Ceras) (Mucilagem)
Arachis hypogaea +! +

Arachis ipaénsis x Arachis duranensis

2n =20 + +
e | R
Arachis ipaénsis + +
S
Arachis magna + +
ggrsaemnene e e
Arachis gregoryi + +
g e L
Arachis valida + +

Arachis williamsii + +

Arachis vallsii x Arachis williamsii
+ +
2n =40

Arachis vallsii x Arachis ipaénsis
2n =20

+ +

("): Foram evidenciados poucos tricomas nos cortes transversais a mao livre; (7): Evidéncia de muitos
tricomas nos cortes transversais a mao livre.

O teste histoquimico realizado com vermelho de ruténio resultou na confirmacio
da presenca comum de células mucilaginosas na epiderme voltada para a face adaxial
(Figura 22-B). Além disso, este reagente evidenciou, para todos os materiais avaliados, que

as células apicais dos tricomas unisseriados multicelulares também continham mucilagem
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(Figura 22-B). Notou-se que a espécie A. gregoryi e o hibrido A. vallsii x A. ipaénsis,
apresentaram muito pouca mucilagem, apds um periodo de aproximadamente 24 horas.
Apenas, o hibrido dipléide A. gregoryi x A. valida ndo apresentou células de mucilagem
coradas. Este resultado foi considerado surpreendente, ji4 que se esperava encontrar essa
caracteristica neste hibrido dipléide, tal como foi encontrada em suas espécies genitoras.
Por outro lado, quando A. gregoryi foi cruzada com A. magna e com A. valida e

obtiveram-se hibridos dipldides, tais corpos mucilaginosos foram evidenciados.

5.7 Comparacfo anatémica entre espécies

O estudo comparativo realizado entre as espécies analisadas indicou que os
caracteres anatOmicos mais varidveis foram: ornamentacdo da cuticula, evidente
crescimento secunddrio no feixe vascular da nervura mediana, presenca de fibras na regido
da nervura principal e presenca de corpos silicosos, por meio dos quais A. hoehnei, A.
valida e A.vallsii demonstraram peculiaridades. Das espécies analisadas A. hoehnei foi a
que mais se destacou por apresentar caracteristicas menos comuns as demais espécies, tal
como células da hipoderme com provével infestacdo flingica, cuticula ndo ornamentada,
fibras em forma descontinua na regido da nervura principal, auséncia de corpos silicosos e
de crescimento secundario evidente na nervura mediana. Essa espécie, juntamente com A.
vallsii, destaca-se por apresentar bainha parenquimatica plurisseriada na regido da nervura.
Arachis vallsii também se destaca por apresentar ornamentacdo da cuticula, auséncia de
fibras continuas na nervura mediana e auséncia de silica. Também vale destacar A. valida,
que apresentou formato distinto da nervura principal e que, tal como A. hoehnei, ndo
apresentou ornamentacdo da cuticula, nem fibras continuas na regiio medular e nem

mesmo crescimento secunddrio evidenciado nessa regido.
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Quando comparamos A. hypogaea com suas espécies genitoras, A. ipaénsis
(relacionada ao genoma B de A. hypogaea) e A. duranensis (relacionada ao genoma A da
mesma espécie), tem-se que as maiores discrepancia ocorrem quanto a presenca de fibras
em forma continua na nervura principal e quanto a evidéncia de crescimento secundério na
mesma regido, por meio das quais de destaca A. hypogaea por apresentar tais
caracteristicas. Outro aspecto a ser destacado entre essas espécies € quanto as células
mucilaginosas, que apesar de estarem presentes nos genitores, sdo consideravelmente
menores em A. ipaénsis.

Ao comparar A. gregoryi com A. magna e A. valida, tem-se como peculiaridades
que A. magna ndo apresentou fibras na nervura principal (Figura 21-A). Neste caso, a
presenca de tais células é evidenciada de forma continua em A. gregoryi, e de forma
descontinua em A. valida. Além disso, A. magna destaca-se destas espécies por apresentar
ornamentacao da cuticula, corpos silicosos e crescimento secundério evidente na regiao da
nervura mediana, tal como em A. hypogaea. Esses caracteres ndo foram evidenciados em
A. gregoryi e A. valida. Dentre as espécies estudadas no presente trabalho, A. magna e A.
valida, ainda se destacam por apresentarem estreitamento da hipoderme, o que ndo foi
evidenciado em nenhum outro material avaliado.

Arachis williamsii, ambas associada ao genoma B de A. hypogaea, e A. vallsii,
também sem o par de cromossomos “A” (Lavia, 1996), mas considerada mais distante do
amendoim (A. hypogaea), apresentaram-se diferentes apenas quanto a presenca de fibras
na regido da nervura mediana (apenas evidente em A. vallsii), presenga de corpos silicosos
(apenas evidente em A. williamsii) e quanto ao tipo de bainha parenquimatica presente na
nervura. Para A. vallsii foi observado uma bainha parenquimadtica plurisseriada e para A.

williamsii, unisseriada.
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5.8 Comparacio anatémica entre os genitores e seus hibridos

No estudo comparativo entre A. hypogaea e o anfidipléide A. ipaénsis x A.
duranensis, além de sua forma dipléide e os genitores envolvidos, encontrou-se
peculiaridades quanto a presenca de fibras na regido da nervura principal, quanto ao
tamanho das células mucilaginosas, quanto a organizacdo da bainha parenquimética na
regido da nervura e quanto a evidéncia de crescimento secundério nesta mesma regido. O
hibrido dipléide se destacou por apresentar grandes células mucilaginosas, tal como em A.
ipaénsis, mesmo sendo este um cardter ndo apresentado por sua outra espécie genitora.
Além disso, esse hibribo também se destacou por ndo apresentar fibras na regido da
nervura central. Tal aspecto contradiz o que ocorre em suas espécies genitoras, que
apresentam fibras em foma ndo continua na regido de nervura principal. Da mesma forma,
esse hibrido apresentou evidente crescimento secunddrio nessa regifo, sendo que nenhuma
das suas espécies genitoras possuem tal caracteristica. Quanto a organizacdo da bainha
parenquimadtica presente na regido central da lamina foliar, as espécies A. ipaénsis e A.
duranensis, assim como o anfidipléide produzido a partir dessas, apresentaram uma bainha
bisseriada. Para o hibrido dipléide em questdo e quanto a essa ultima caracteristica, tem-se
a formagao de um cardter discrepante, ja que esse apresenta bainha plurisseriada.

Arachis hypogaea e o anfidipléide A. ipaénsis x A. duranensis, apenas se
diferenciam na regido da nervura central quanto a organizagdo das fibras, ao nimero de
estratos de células parenquimaticas e a presenca de crescimento secundario. Por apresentar
uma organizacdo continua das fibras e crescimento secundario, A. hypogaea se destaca do
anfidiploide, que ndo apresenta tais caracteres. Além disso, destaca-se também por

apresentar até quatro estratos celulares no parénquima da regido da nervura, enquanto que
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o anfidipléide apresenta até dois estratos. E importante salientar que o carater crescimento
secunddrio na nervura aparece no hibrido dipléide, o que contradiz o esperado.

Ao comparar as espécies A. ipaénsis, A. magna, A. gregoryi e A. valida, com seus
respectivos  hibridos, peculiaridades foram observadas quanto as caracteristicas
anatomicas. Apesar de A. magna ndo apresentar fibras na regido da nervura principal isto
ndo se manteve em seus hibridos com A. ipaénsis e A. gregoryi, j4 que esses hibridos
apresentaram, de formas distintas, fibras em sua composi¢do. Em contrapartida, quanto ao
cardter presenca de silica, os hibridos em que A. magna € uma das espécies genitoras,
mantém a auséncia desses corpos, mesmo que sua outra espécie genitora possua
caracteristica distinta. Além disso, quanto ao nimero de estratos celulares e a bainha
presentes na regido da nervura, surgiram caracteres intermedidrios no cruzamento entre A.
ipaénsis e A. magna. Isto ocorreu devido a presenca de caracteres distintos das espécies
genitoras no hibrido dipléide A. ipaénsis x A. magna. Esse hibrido manteve o cariter de
organizacdo da bainha de A. magna, e manteve o carater referente ao nimero de estratos
celulares e auséncia de crescimento secunddrio de sua outra espécie genitora. Quanto ao
crescimento secunddrio, o hibrido dipléide A. ipaénsis x A. magna ndo evidenciou tal
caracteristica presente em A. magna.

A presenca de fibras na regido da nervura vista em A. gregoryi foi evidenciada no
hibrido dipléide A. gregoryi x A. valida de forma distinta, e ndo foi observada no hibrido
dipléide A. gregoryi x A. williamsii, que manteve a caracteristica de sua outra espécie
genitora. Quanto a ornamentagdo da cuticula, a presenga desta caracteristica neste hibrido
pode estar relacionada a A. williamsii, que possui tal ornamentacao diferentemente de A.
gregoryi. Para todos os outros aspectos avaliados, este hibrido apresentou caracteristicas

comuns a suas espécies genitoras.

70



Para as espécies A. vallsii, A. williamsii e os hibridos delas produzidos,
caracteristicas relacionadas a ornamentagdo da cuticula, presenca de silica e organizagdo
das células e bainha parenquimiticas na regido da nervura principal, foram as que
apresentaram particularidades. Mesmo estando presente em ambas as espécies, a
ornamentacdo ndo foi evidenciada no hibrido dipléide A. vallsii x A. williamsii, ao
contririo do que ocorre com o anfidipléide, que manteve as caracteristicas das espécies
genitoras. Quanto a presenca de fibras, somente evidenciada em A. vallsii, tanto o hibrido
dipléide quanto o anfidipléide mantiveram o cardter dessa espécie genitora. Isto pode ser
indicio de que esta caracteristica se comporte como dominante. Um outro aspecto a ser
apontado é a manutengdo do carater de A. vallsii, relacionado a presenga de silica, pelo
hibrido dipléide e ndo pelo anfidipldide, que se assemelhou a A. williamsii. O surgimento
de caracteres intermedidrios também foi observado nesses cruzamentos, quando se
observou os caracteres relacionados a organizacdo das bainhas parenquiméticas da regido
da nervura principal.

Por dltimo, na comparagdo realizada entre A. ipaénsis, A. vallsii e o hibrido
dipléide originado do cruzamento entre essas espécies, foram observadas distin¢cdes quanto
a presenca de silica e organizacdo das células e bainhas parenquimadticas da regido da
nervura mediana. Tal hibrido apresentou corpos silicosos em sua composicao, tal como A.
ipaénsis, diferindo de sua outra espécie genitora. Para a organizacdo da bainha
parenquimdtica da nervura principal ja4 destacada, neste caso, surgiram caracteres

intermediarios.
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5.9 Estudo meiotico

As andlises meidticas dos hibridos avaliados nesta etapa do trabalho dependeram,
além da disponibilidade das plantas vivas, de uma intensa floracdo do material para que se
obtivessem botdes florais de tamanho e maturidade adequados para se observar células em
divisdo meidtica.

Durante as andlises das inflorescéncias coletadas dos materiais relacionados na
Tabela 5, a maioria dos botdes florais coletados ja apresentaram graos de pdlen. Isso pode
indicar que o tamanho e ou a maturidade dos botdes florais nido estavam de acordo com os
adequados para as andlises meidticas.

Os individuos hibridos dipléides de A. vallsii V 7635 x A. williamsii Wi 1118
floresceram e deles foram coletados botdes florais. As andlises meidticas desses botdes
demonstraram que a maturacdo das anteras de um mesmo botdo ndo é uniforme, ja que
num tnico botdo foram encontradas tanto células em tel6fase II, quanto tétrades e graos de
poélen.

Nas andlises meidticas, 79,4% das tétrades foram consideradas normais (Figura
23). Além disso, foram encontradas tétrades anormais (0,8%), diades (4,9%), triades
(12,9%), pentades (1,0%) e hexades (1,0%) (Tabela 11). A alta percentagem de tétrades
normais, ou seja, alto indice meidtico, que reflete a estabilidade meidtica de um organismo
(Schifino-Wittmann, 2004), pode indicar que, apesar de ocorrerem anormalidades durante
a divisdo meidtica, como a presenca de cromossomos retardatarios e alguns fragmentos
cromossomicos, a terminalizacdo da meiose apresenta uma alta taxa de normalidade.

As evidéncias aqui demonstradas, quanto ao hibrido com A. williamsii, contribuem

para a alocacgdo de A. vallsii na sec¢do Arachis do género.
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A duplicacdo dos cromossomos com colchicina, ji obtida em outros individuos
representativos do mesmo cruzamento, com o conseqilente restabelecimento da
normalidade do comportamento meidtico, das taxas de germinabilidade dos graos de pélen
e da floracdo, facilita o uso desses hibridos no programa de pré-melhoramento de A.

hypogaea (amendoim) de grande interesse econdmico e alimenticio.

Figura 23: Células em meiose do hibrido Arachis vallsii (V7635) x A. williamsii (Wi

1118). Barra = 10 mm. (A): Tétrade normal; (B): Triade; (C): Hexade.

Além dessas andlises, vdrias outras amostras deste mesmo material apenas

apresentaram graos de pdlen, situacdo na qual esses dados ndo foram tabulados.

Tabela 11: Meiose em Arachis vallsii (V 7635) x A. williamsii (Wi 1118), com

demonstrativo de numero de células analisadas. Brasilia, 2008.

Grios  Profase I . Telofase 11
Amostras ) .. Anafase |
de polén  (inicial) Inicial Diades Triades Tétrades Poliades
1 60 - - - 13 20 57 1
2 : 65 : . 16 6l (‘1‘;?* i
3 - 23 : - 1950 ﬁ;ﬁ i
4 1 33 7 12 4 - 26 -

*: Tétrades anormais.
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Para os hibridos dipldides que envolveram A. ipaénsis e A. magna as andlises
meidticas se concentraram nos individuos representativos dos cruzamentos de A. ipaénsis x
A. magna, A. ipaénsis X A. villosa e A. gregoryi x A. linearifolia. Nestas andlises somente
foram encontrados botdes florais que ja apresentavam grdos de pdélen em suas anteras.
Sobre as espécies A. magna e A. gregoryi ja se sabe da evidente ocorréncia de similares
quando a diversidade genética destas é avaliada por marcadores microssatélites (Custodio
et al., 2007).

Os dados meidticos referentes aos outros materiais avaliados nesta etapa do estudo

ndo foram satisfatorios.
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6. CONCLUSOES

A partir dos estudos realizados € possivel apontar grandes semelhancas entre A.
hypogaea, o anfidipléide A. ipaénsis x A. duranensis, sua forma dipldide e os genitores
envolvidos. Alguns caracteres semelhantes entre esses individuos: mesofilo dorsiventral,
hipoderme uniforme, organiza¢do anfiestomdtica e presenca de células mucilaginosas
préximas a face adaxial. As diferencas observadas nesses materiais sao sutis € nem sempre
aparecem da forma esperada, especialmente no hibrido dipléide.

Arachis hoehnei é a espécie anatomicamente mais distinta, dentre aquelas
examinadas. Para esta espécie notou-se a auséncia de ornamentac@o da cuticula, auséncia
de crescimento secunddrio na regiao da nervura principal, presenca de grandes corpos
mucilaginosos e auséncia de silica.

Quanto as demais espécies analisadas, que, a excecdo de A. vallsii, tem sido
associadas ao genoma B de A. hypogaea (amendoim), as diferencas sdo poucos marcantes
e nem sempre se mostram de forma coerente nos hibridos entre os distintos pares de
genitores. O detalhamento anatomico foi a favor da conspecifidade entre as espécies: A.
magna e A. ipaénsis. Alguns caracteres, tais como a ornamentacao da cuticula, organizacdo
anfiestomadtica, corpos silicosos, hipoderme e organizacdo da bainha parenquimaética na
nervura mediana, apontaram indicios para essa conspecificidade, que é reforcada pela alta
viabilidade polinica de seus hibridos. Todavia, os caracteres envolvendo presenca de
fibras, silica e crescimento secundario, mostraram-se diferentes no material analisado das
duas espécies procedentes de sementes das populacdes que abrangem seus exemplares
tipo.

As evidentes semelhangas anatdmicas entre A. vallsii e A. williamsii apontadas

também em seu hibrido dipléide e no anfidipléide dele obtido, sdo corroboradas por um
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elevado indice meidtico encontrado nas andlises citogenéticas do hibrido dipléide A. vallsii
x A. williamsii, que indica uma alta estabilidade meidtica para esse individuo. Este fato
pode ser visto como mais um indicio de que A. vallsii, embora nio associado ao genoma

de A. hypogaea, pertence, em realidade, a sec¢do Arachis.
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APENDICE

Tabulag@o dos dados referentes as andlises de coloracdo de grao de pélen.

A. hypogaea Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
5-mar 12-mar 18-mar 20-mar 26-mar 31-mar 2-abr
35% 53% 96% 96% 94% 89% 97%
52% 45% 100% 97% 96% 90% 92%
82% 54% 98% 97% 98% 92% 92%
84% 68% 99% 91% 97% 85% 92%
80% 52% 98% 95% 94% 92% 96%
Média do Dia 66,60% 54,40% 98,20% 95,20% 95,80% 89,60% 93,80%
Média Total 84,80%
Desvio Pad. 17,17%
A. duranensis  Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
27-fev 11-mar 18-mar 19-mar 20-mar 25-mar 26-mar
96% 88% 96% 93% 94% 98% 86%
96% 96% 100% 94% 94% 97% 83%
93% 96% 96% 94% 97% 95% 89%
91% 95% 100% 91% 92% 95% 91%
97% 92% 95% 91% 96% 98% 90%
Média do Dia 94,60%  93,40% 97,40% 92,60% 94,60% 96,60% 87,80%
Média Total 93,86%
Desvio Pad. 3,15%
A. ipaénsis X Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
A. duranensis
2n =40
14-fev 14-fev 14-fev 15-fev 15-fev 15-fev 15-fev
90% 84% 76% 88% 95% 96% 95%
82% 86% 83% 88% 96% 100% 96%
88% 81% 86% 82% 91% 100% 100%
92% 86% 90% 82% 99% 99% 94%
87% 89% 80% 89% 96% 100% 99%
Média do Dia 87,80% 85,20% 83,00% 85,80% 95,40% 99,00% 96,80%
Média Total 90,43%
Desvio Pad. 6,45%
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A. ipaénsis X Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
A. magna
01B
15-fev 20-fev 26-fev 27-fev 27-fev 2-abr 14-abr
73% 95% 96% 89% 94% 98% 85%
89% 94% 93% 93% 89% 98% 95%
83% 92% 92% 86% 89% 97% 88%
83% 95% 87% 86% 97% 96% 95%
79% 93% 91% 87% 92% 95% 89%
Média do Dia 81,40%  93,80%  91,80% 88,20%  92,20%  96,80% 90,40%
Média Total 90,66%
Desvio Pad. 4,88%
A. ipaénsis X Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
A. magna
02B
19-fev 19-fev 20-fev 22-fev 26-fev 28-fev 29-fev
93% 93% 85% 93% 95% 94% 89%
84% 89% 82% 88% 87% 90% 90%
85% 98% 89% 90% 89% 93% 85%
95% 93% 89% 96% 92% 83% 89%
83% 90% 92% 100% 90% 85% 90%
Média do Dia 88,00%  92,60% 87,40%  93,40%  90,60% 89,00% 88,60%
Média Total 89,94%
Desvio Pad. 2,32%
A. ipaénsis X Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
A. magna
10B
15-fev 21-fev 22-fev 3-mar 26-mar 31-mar 1-abr
91% 86% 84% 87% 87% 98% 80%
88% 78% 92% 84% 80% 100% 81%
89% 80% 76% 84% 81% 100% 85%
89% 85% 80% 79% 74% 100% 83%
81% 78% 87% 75% 80% 94% 81%
Média do Dia 87,60% 81,40% 83,80% 81,80% 80,40%  98,40% 82,00%
Média Total 85,06%
Desvio Pad. 6,34%
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A. ipaénsis X Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
A. magna
11B
25-mar 26-mar 9-abr 10-abr 11-abr 14-abr 15-abr
100% 100% 98% 100% 100% 99% 100%
99% 98% 100% 99% 97% 98% 100%
99% 99% 99% 98% 99% 100% 100%
99% 100% 100% 99% 99% 100% 100%
99% 99% 98% 99% 99% 99% 99%
Média do Dia 99.20%  99,20% 99,00% 99,00% 98,80% 99,20% 99,80%
Média Total 99,17%
Desvio Pad. 0,31%
A. ipaénsis X Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
A. magna
12B
29-fev 6-mar 12-mar 26-mar 28-mar 1-abr 3-abr
91% 88% 90% 95% 97% 94% 94%
94% 87% 94% 95% 95% 91% 92%
92% 93% 96% 98% 90% 96% 92%
92% 90% 94% 95% 98% 91% 92%
89% 86% 97% 89% 91% 93% 97%
Média do Dia 91,60% 88,80% 94,20% 94,40% 94,20% 93,00% 93,40%
Média Total 92,80%
Desvio Pad. 2,01%
A. ipaénsis X Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
A. magna
13B
22-fev 4-mar 7-mar 13-mar 18-mar 25-mar 27-mar
98% 98% 100% 100% 98% 99% 99%
99% 100% 96% 100% 100% 100% 98%
100% 99% 100% 100% 100% 96% 95%
95% 98% 100% 99% 99% 100% 99%
100% 98% 100% 98% 98% 99% 100%
Média do Dia 98,40%  98,60% 99,20% 99,40% 99,00% 98,80% 98,20%
Média Total 98,80%
Desvio Pad. 0,43%
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A. ipaénsis X Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
A. magna
14 B
15-fev 22-fev 19-mar 20-mar 25-mar 31-mar 1-abr
99% 99% 99% 97% 99% 100% 100%
99% 100% 100% 97% 100% 98% 98%
100% 98% 100% 100% 100% 99% 99%
100% 98% 100% 100% 98% 100% 98%
99% 98% 98% 99% 99% 99% 100%
Média do Dia 99,40%  98,60% 99,40% 98,60% 99,20% 99,20% 99,00%
Média Total 99,06%
Desvio Pad. 0,34%
A. ipaénsis X Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
A. magna
15B
27-fev 28-fev 3-mar 26-mar 28-mar 10-abr 16-abr
98% 100% 97% 99% 100% 99% 97%
100% 98% 97% 97% 100% 98% 98%
98% 100% 99% 97% 100% 99% 99%
98% 100% 95% 96% 99% 100% 98%
97% 99% 94% 100% 100% 99% 99%
Média do Dia 98,20%  99,40% 96,40% 97,80% 99,80% 99,00% 98,20%
Média Total 98,40%
Desvio Pad. 1,14%
A. ipaénsis X Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
A. magna
16 B
25-fev 28-fev 29-fev 13-mar 18-mar 28-mar 28-abr
92% 91% 89% 91% 96% 100% 90%
89% 93% 93% 87% 95% 100% 91%
94% 93% 89% 84% 91% 99% 94%
93% 91% 97% 89% 92% 99% 96%
93% 90% 86% 87% 96% 100% 94%
Média do Dia 92,20%  91,60% 90,80% 87,60% 94,00% 99,60% 93,00%
Média Total 92,69%
Desvio Pad. 3,66%
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A. ipaénsis X Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
A. magna
18 B
22-fev 27-fev 28-fev 28-fev 29-fev 25-mar 28-mar
97% 100% 99% 99% 100% 99% 99%
99% 99% 99% 100% 100% 99% 99%
97% 99% 99% 99% 100% 99% 99%
100% 100% 100% 99% 100% 100% 100%
100% 100% 99% 99% 100% 99% 100%
Média do Dia 98,60%  99,60% 99,20% 99,20% 100,00% 99,20% 99,40%
Média Total 99,31%
Desvio Pad. 0,43%
A. ipaénsis X Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
A. magna
19B
25-fev 29-fev 7-mar 19-mar 26-mar 27-mar 2-abr
99% 99% 99% 98% 100% 99% 99%
100% 100% 99% 95% 98% 99% 98%
98% 99% 99% 100% 100% 99% 98%
99% 98% 99% 98% 99% 99% 99%
100% 98% 99% 98% 100% 98% 100%
Média do Dia 99.20%  98,80% 99,00% 97,80% 99,40% 98,80% 98,80%
Média Total 98,83%
Desvio Pad. 0,51%
A. ipaénsis X Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
A. magna
01A
21-fev 27-mar 28-mar 1-abr 2-abr 3-abr 7-abr
100% 100% 100% 99% 100% 99% 100%
98% 100% 100% 98% 99% 99% 99%
100% 100% 100% 100% 99% 100% 99%
100% 100% 100% 99% 100% 99% 99%
100% 100% 100% 100% 99% 99% 99%
Média do Dia 99,60% 100,00% 100,00% 99,20% 99,40% 99,20% 99,20%
Média Total 99,51%
Desvio Pad. 0,36%
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A. ipaénsis X Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
A. magna
02A
7-mar 10-mar 25-mar 26-mar 31-mar 1-abr 2-abr
100% 100% 99% 100% 99% 100% 100%
100% 100% 100% 100% 100% 100% 99%
100% 100% 100% 99% 98% 99% 100%
100% 100% 100% 100% 98% 100% 99%
100% 100% 99% 100% 100% 100% 97%
Médiado Dia  100,00% 100,00%  99,60%  99,80%  99,00%  99,80% 99,00%
Média Total 99,60%
Desvio Pad. 0,43%
A. ipaénsis X Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
A. magna
03A
25-mar 28-mar 31-mar 1-abr 23-abr 24-abr 28-abr
100% 100% 100% 99% 99% 100% 100%
99% 100% 98% 100% 99% 96% 100%
99% 98% 98% 99% 99% 97% 100%
100% 97% 99% 97% 99% 96% 98%
100% 99% 100% 99% 98% 94% 99%
Média do Dia 99,60%  98,80% 99,00  98,80%  98,80%  96,60% 99,40%
Média Total 98,71%
Desvio Pad. 0,99%
A. ipaénsis X Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
A. magna
04A
12-mai 12-mai 12-mai 12-mai 12-mai 14-mai 16-mai
93% 98% 99% 97% 97% 99% 98%
99% 100% 99% 98% 100% 99% 97%
100% 99% 100% 96% 99% 99% 98%
99% 100% 99% 98% 100% 100% 98%
100% 98% 100% 97% 99% 100% 94%
Média do Dia 98,20%  99,00%  99,40%  9720%  99,00%  99,40% 97,00%

Média Total 98,46%

Desvio Pad. 1,01%
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A. hoehnei 01 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
3-mar 7-mar 18-mar 19-mar 26-mar 28-mar 31-mar
98% 100% 99% 100% 100% 96% 100%
97% 99% 100% 99% 97% 99% 100%
100% 100% 100% 100% 100% 97% 98%
98% 100% 100% 97% 100% 97% 99%
99% 99% 99% 99% 99% 95% 100%
Média do Dia 98,40%  99,60% 99,60% 99,00% 99,20% 96,80% 99,40%
Média Total 98,86%
Desvio Pad. 1,00%
A. hoehnei 02  Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
3-mar 7-mar 10-mar 11-mar 12-mar 18-mar 19-mar
100% 99% 98% 98% 99% 100% 98%
97% 100% 96% 100% 99% 100% 100%
99% 100% 100% 98% 99% 100% 98%
100% 100% 99% 100% 100% 99% 98%
99% 100% 99% 99% 100% 98% 96%
Média do Dia 99,00%  99,80% 98,40% 99,00% 99,40% 99,40% 98,00%
Média Total 99,00%
Desvio Pad. 0,62%
A. hoehnei 03  Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
4-mar 10-mar 12-mar 19-mar 20-mar 25-mar 28-mar
100% 100% 100% 100% 100% 98% 100%
100% 100% 100% 99% 97% 99% 100%
99% 100% 99% 100% 100% 100% 100%
98% 100% 99% 100% 100% 100% 100%
98% 100% 97% 100% 99% 99% 100%
Média do Dia 99,00% 100,00% 99,00% 99,80% 99,20% 99,20% 100,00%
Média Total 99,46%
Desvio Pad. 0,46%
A. hoehnei 04  Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
6-mar 11-mar 18-mar 20-mar 26-mar 28-mar 31-mar
99% 100% 100% 100% 100% 100% 99%
100% 100% 100% 100% 99% 100% 100%
99% 100% 100% 100% 99% 100% 100%
98% 100% 99% 98% 97% 100% 100%
98% 100% 100% 99% 95% 100% 100%
Média do Dia 98,80% 100,00% 99,80% 99,40% 98,00% 100,00% 99,80%
Média Total 99,40%
Desvio Pad. 0,75%
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A. hoehnei 05  Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
6-mar 12-mar 18-mar 26-mar 27-mar 31-mar 1-abr
98% 100% 99% 99% 99% 100% 99%
98% 99% 99% 100% 100% 100% 99%
100% 98% 99% 99% 99% 100% 98%
100% 99% 100% 99% 100% 100% 100%
99% 100% 100% 99% 99% 100% 100%
Média do Dia 99,00%  99,20% 99,40% 99,20% 99,40% 100,00% 99,20%
Média Total 99,34%
Desvio Pad. 0,32%
A. hoehnei 06  Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
7-mar 26-mar 27-mar 7-abr 9-abr 11-abr 15-abr
100% 99% 99% 100% 99% 98% 99%
100% 100% 98% 100% 98% 97% 99%
98% 99% 100% 100% 99% 95% 99%
100% 100% 99% 100% 95% 96% 99%
97% 100% 97% 99% 100% 96% 98%
Média do Dia 99,00%  99,60% 98,60% 99,80% 98,20% 96,40% 98,80%
Média Total 98,63%
Desvio Pad. 1,13%
A. hoehnei 07  Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
18-mar 19-mar 31-mar 3-abr 4-abr 9-abr 9-abr
100% 100% 100% 97% 100% 100% 99%
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
99% 98% 100% 96% 100% 98% 98%
99% 99% 99% 99% 99% 100% 99%
100% 100% 100% 98% 100% 100% 100%
Média do Dia 99,60%  99,40% 99,80% 98,00% 99,80% 99,60% 99,20%
Média Total 99,34%
Desvio Pad. 0,63%
A. hoehnei 08 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
20-mar 25-mar 26-mar 2-abr 4-abr 9-abr 10-abr
100% 98% 99% 100% 99% 100% 100%
99% 97% 99% 100% 100% 99% 100%
98% 100% 100% 99% 98% 99% 98%
100% 100% 100% 99% 100% 100% 99%
100% 97% 100% 100% 100% 100% 98%
Média do Dia 99,40%  98,40% 99,60% 99,60% 99,40% 99,60% 99,00%
Média Total 99,29%
Desvio Pad. 0,45%
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A. ipaénsis 02 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
25-mar 27-mar 1-abr 8-abr 14-abr 15-abr 6-mai
80% 92% 83% 69% 95% 76% 76%
75% 81% 80% 74% 89% 76% 62%
82% 76% 85% 85% 84% 91% 70%
79% 85% 86% 79% 87% 83% 71%
81% 83% 87% 66% 95% 89% 57%
Média do Dia 79,40% 83,40% 84,20% 74,60% 90,00% 83,00% 67,20%
Média Total 80,26%
Desvio Pad. 7,43%
A. ipaénsis 03  Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
27-mar 1-abr 11-abr 18-abr 18-abr 29-abr 6-mai
99% 100% 99% 100% 100% 100% 91%
98% 100% 100% 98% 100% 98% 99%
97% 100% 100% 97% 100% 99% 93%
97% 100% 100% 99% 100% 100% 93%
97% 99% 100% 100% 98% 97% 100%
Média do Dia 97,60%  99,80% 99,80% 98,80% 99,60% 98,80% 95,20%
Média Total 98,51%
Desvio Pad. 1,66%
A. ipaénsis 04  Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
3-abr 10-abr 22-abr 23-abr 6-mai 9-mai 13-mai
97% 99% 98% 98% 95% 100% 96%
87% 99% 98% 97% 96% 98% 92%
100% 98% 90% 100% 92% 93% 92%
100% 99% 98% 98% 97% 98% 98%
99% 99% 96% 100% 95% 99% 94%
Média do Dia 96,60%  98,80% 96,00% 98,60% 95,00% 97,60% 94,40%
Média Total 96,71%
Desvio Pad. 1,71%
A. ipaénsis 05  Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
1-abr 4-abr 8-abr 15-abr 25-abr 28-abr 8-mai
99% 97% 74% 100% 97% 98% 98%
100% 90% 67% 99% 98% 97% 98%
98% 89% 73% 97% 99% 99% 100%
100% 90% 67% 98% 99% 98% 99%
100% 95% 66% 97% 98% 100% 98%
Média do Dia 99,40%  92,20% 69,40% 98,20% 98,20% 98,40% 98,60%
Média Total 93,49%
Desvio Pad. 10,89%
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Numero de Flores avaliadas por individuo.

2008 N° de

Espécie / Hibrido Fev Mar Abr Mai flores

—_
=}
—_

A. duranensis 0 11

A. ipaénsis X A. magna 01B 5 0 2 0 7
02B 7 3 0 0 10
03B 0 0 0 0 0
04 B 0 0 0 0 0
05B 1 1 1 0 3
06 B 0 0 0 0 0
07 B 3 0 0 0 3
08 B 0 0 0 0 0
09 B 0 0 2 3 5
10B 3 3 2 0 8
11B 0 2 6 0 8
12B 1 4 2 0 7
13B 1 8 1 0 10
14B 2 4 3 0 9
I5B 2 3 3 0 8
16 B 3 3 1 0 7
17B 0 0 0 0 0
18 B 5 2 2 0 9
19B 2 4 2 0 8
01A 1 2 5 0 8
02A 0 5 2 0 7
03A 0 3 5 0 8
04A 0 0 4 13 17
05A 0 0 0 0 0

A. ipaénsis 01 0 4 1 0 5
02 0 2 4 1 7
03 0 1 5 1 7
04 0 0 4 4 8
05 0 0 6 1 7
Total 62 127 82 23 294




ANEXO 1

Protocolos de preparacdo das solugdes utilizadas na andlise molecular.

1. Tampao 2x CTAB

2% CTAB

100mM Tris-HCI (pH 8,0)

20mM de EDTA (pH 8,0)

1,4 M NaCl

1% PVP 40

2. Tampao de Precipitacio CTAB
1% CTAB

50mM Tris-HCI (pH 8,0)

20mM de EDTA (pH 8,0)

3.TE

10 ml Tris-HCI

2 ml EDTA

Completar o volume com dgua destilada.
4. Tampao Formamida

19,6 ml Formamida

400 ul EDTA 0,5M pH 8,0

5 mg Azul de bromofenol

5 mg Xilenocianol

5. Gel de Agarose 1%

1 g Agarose



100 ml TBE 1x

Dissolver e adicionar 30 pl de brometo de etideo.
6. TBE

54g Tris

27,5g de 4cido borico

20ml de EDTA 0,5M

7. Revelador

60 g Carbonato de sédio (Na,COs3)
1,08 ml Formaldeido a 37% - adicionar na hora do uso
2000 ml H,O

8. Fixador

200 ml Etanol

20 ml Acido acético glacial

até 1780 ml H,O

9. Solucao de Oxidacao

30 ml Acido nitrico

1970 ml H,O

10. Solucio de Nitrato de Prata
4 g Nitrato de prata

2000 ml H,O

11. Solucao Stop

100 ml Acido acético glacial

1900 ml H,O



ANEXO 2

Protocolo de preparo das solugdes utilizadas no estudo histoquimico.

1. Vermelho congo 1%

1,0 g vermelho congo

Completar até 100,0 ml 4gua destilada

O corante deve ser dissolvido em dgau aquecida a 50° C e filtrado em 13 de vidro.
Observacao: filtramos em papel filtro absorvente por duas vezes.

2. Vermelho de ruténio 0,02 % (solucao preparada na hora de sua utilizacao)
0,02 g vermelho de ruténio

100 ml de 4gua destilada

Observagao: utilizei 0,002 g de vermelho de ruténio em 10 ml de dgua destilada.
3. SUDAN IV 2% em etanol 92 %

2,0 g SUDAN IV

100 ml etanol 92%

0,5 ml glicerina

Volume final de aproximadamente 105,0 ml.

Dissolver o corante em etanol aquecido a 60° C. Deixar esfriar e filtrar. Adicionar

glicerina.
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