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RESUMEN

El mani cultivado (Arachis hypogaea L.),
es una especie de gran importancia econémica,
nativo de América del Sur. Se divide en dos
subespecies y seis variedades botanicas.
Genéticamente es alotetraploide, constituido
por dos juegos genomicos duplicados.
El empleo de marcadores microsatélites
resulta mas apropiado para realizar la
caracterizacion genética de esta especie,
puesto que permiten detectar un elevado
nivel de polimorfismo. El objetivo del presente
trabajo fue caracterizar la diversidad genética
existente en las entradas de germoplasma
de mani cultivado pertenecientes al Banco
Activo de Germoplasma de Mani del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA).
Veinticinco entradas fueron genotipificadas con
23 marcadores microsatélites, de los cuales,
17 resultaron polimérficos. Se observaron
75 fragmentos polimoérficos amplificados, con
un promedio de 4,41 alelos por locus y un rango
de 1 a 9 alelos. El contenido de informacion

ABSTRACT

Cultivated peanut (Arachis hypogaealL.) is
a crop species of great economic importance,
native to South America. It is divided into
two subspecies and six botanical varieties.
Genetically is an allotetraploid with two duplicated
genomes. For genetic characterization of this
specie, microsatellite marker would be the
most appropriate. The aim of this study was
to characterize the genetic variation among
cultivated peanut genetic resources belonging
to the Active Peanut Germplasm Bank of the
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA). Twenty five accessions were genotyped
with 23 microsatellite markers, of which 17 were
polymorphic. Seventy five polymorphic amplified
fragments were observed with an average of
4.41 alleles per locus and a range of 1 to 9
alleles. The polymorphic information content was
ranged from 0.15 to 0.58. The value of average
genetic diversity was 0.165. Cluster analysis and
principal coordinate analysis showed two groups,
one for representative accessions of fastigiata
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polimérfica oscilé entre 0,15y 0,58. El valorde  subspecie and another of the hypogaea. Analysis
la diversidad genética promedio fue de 0,165.  of molecular variance results showed variance
Tanto el andlisis de conglomerados como  within and between subspecies.

el de coordenadas principales evidenciaron

dos grupos, uno formado por los materiales Keywords
representantes de la subespecie fastigiata cultivated peanut « germplasm
y otro por los de la subespecie hypogaea. microsatellite « genetic diversity

Los resultados del analisis molecular de la

varianza mostraron varianza tanto dentro

como entre, las subespecies analizadas. Palabras clave
mani cultivado ¢« germoplasma -
microsatélite < diversidad genética

INTRODUCCION

Arachis hypogaea L. (A. hypogaea), conocida comunmente como mani cultivado,
es una especie americana domesticada por el hombre. Segun antecedentes previos
(11, 12, 33), seria originaria del territorio correspondiente en la actualidad al Sureste
de Bolivia y al Noroeste de Argentina. Una vez originada la especie, ésta habria
sido distribuida por el hombre hacia todas las partes calidas y bajas del neotrépico.
Posteriormente, fue introducida en Africa por exploradores portugueses y, en Asia
y Europa, por colonizadores espafoles (11, 30). A. hypogaea es una especie
alotetraploide (2n= 4x= 40 cromosomas), formada por el cruzamiento entre A. ipaénsis
(donadora del genoma BB) y A. duranensis (donadora del genoma AA) (22, 27).
Krapovickas y Gregory (23) consideraron dos subespecies (subesp.): fastigiata e
hypogaea, las cuales a su vez agruparon en seis variedades botanicas para representar
la diversidad infra-especifica. De este modo, la subesp. fastigiata incluye 4 variedades
(var. fastigiata, var. vulgaris, var. peruviana y var. aequatoriana), mientras que la
subesp. hypogaea esta constituida por 2 variedades (var. hypogaeay var. hirsuta) (23).

El mani es uno de los cultivos de origen sudamericano con mayor impacto a
nivel mundial. China e India son sus principales productores y consumidores, siendo
cultivada principalmente para el consumo humano (16, 18, 33). Su semilla es una
fuente importante de aceite y proteinas, por lo que es utilizada para la produccién
de aceite refinado, manteca y productos de confiteria. La produccién argentina de
mani se exporta casi en su totalidad, puesto que se caracteriza por una alta calidad
e inocuidad de producto. Con respecto a la distribucion del cultivo por provincias, en
el Centro-Sur de Cdérdoba se concentra el 96% del total producido nacionalmente,
el resto se cultiva en la provincias de Salta, Jujuy, Santa Fe, Corrientes, San Luis,
La Pampa, Chaco y Formosa (25).

A. hypogaea presenta una reducida diversidad genética, lo cual se ve reflejado en
el bajo nivel de polimorfismo genético detectado en la especie. Esta disminucién pudo
ser causada por diversos factores, entre ellos: la naturaleza autégama de la especie;
el hecho de que se haya originado a partir de uno o pocos eventos de hibridacion
relativamente recientes en términos evolutivos; la aplicacion de esquemas selectivos
rigurosos y el apareamiento de individuos superiores genéticamente relacionados y la
disminucion de diversidad genética presente en especies vegetales silvestres a causa
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del deterioro de los ecosistemas naturales por la creciente actividad humana (19). Todos
los factores mencionados condujeron a un estrechamiento de la base genética del cultivo,
dificultando asi su mejoramiento (8, 27). La utilidad de una colecciéon de germoplasma
depende de la caracterizacion disponible, la cual permite un mejor aprovechamiento de
la diversidad genética y un uso eficiente de los recursos (Tomas et al., 2013). De este
modo, a través de la utilizacion de los recursos genéticos disponibles en los bancos de
germoplasma, se podria maximizar el uso de la variabilidad genética existente dado
que constituyen un reservorio de genes Utiles y deseables para el mejoramiento de
la especie. En este sentido, el Banco Activo de Germoplasma de Mani (BAGM) de
la Estacion Experimental Agropecuaria Manfredi del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA EEA Manfredi) almacena una coleccion de 40 especies de mani
silvestre y 3.560 entradas de la especie cultivada (A. hypogaea). Esta coleccién es de
sumo valor debido a su tamafio y a que la mayoria de las entradas fueron recolectadas
en los centros de origen y de diversidad de la especie (30).

En el estudio de la variabilidad genética a través de marcadores moleculares,
los microsatélites (Single Sequence Repeats: SSR) logran detectar mas
polimorfismos en mani que otros tipos de marcadores moleculares tales como RFLP
(Restriction Fragment Length Polimorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
y AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) (3, 11).

Objetivos

»  Caracterizar la diversidad genética presente en entradas de mani cultivado
del BAGM con buen comportamiento agronémico y representantes de las
dos subespecies del cultivo mediante el empleo de SSR.

»  Determinar la distribucién de la variaciéon genética dentro y entre las subespecies
en estudio.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron 25 entradas de mani cultivado pertenecientes al BAGM de INTAEEA
Manfredi (tabla 1, pag. 4). Esta seleccion se basé en el buen comportamiento agronémico
de los materiales frente a Cercospora arachidicola, Cercosporidium personatum y
Aspergillus spp., siendo representativas de las dos subespecies del cultivo y provenientes
de diversos origenes geograficos de muestreo (30).

La muestra de tejido vegetal se tomo a partir de 12 individuos de cada entrada
analizada, conformando asi un bulk por material. El nUmero de individuos utilizados en
el muestreo se tomo sobre la base de Fu (2003). Se eligieron aquellas hojas jovenes
sin lesiones, ni signos de ataque por patégenos. Dado que la especie en estudio es
de reproduccién autégama, se espera un elevado coeficiente de endogamia y por
ende un bajo nivel de variabilidad genética entre los individuos de una misma entrada.
Por ello, no se estimo la variabilidad interna dentro de los bulks.
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Tabla 1. Entradas de mani cultivado analizadas en el presente trabajo.
Table 1. Cultivated peanut accessions analyzed in the present study.

Orden REM oG Taxén Nombre comercial
1 2841 México Ahh na
2 5145 Taiwan, China Ahh na
3 1220 Carmen, Bolivia Ahhh na
4 2700 Estados Unidos Ahh na
5 5153 Vietnam Ahf na
6 6516 Samayac, Guatemala Ahhh na
7 1222 La Paz (Yungas), Bolivia Ahhh na
8 5331 Portugal Ahhh na
9 1783 Rio Grande Sur, Brasil Ahf na
10 1225 La Paz (Yungas), Bolivia Ahhh na
1 393 Corrientes, Argentina Ahf na
12 5351 C. Estados Independientes Ahh na
13 754 Santa Cruz, Bolivia Ahf na
14 2701 Estados Unidos Ahf na
15 566 Santa Cruz, Bolivia Ahhh na
16 5276 Valencia, Espafia Ahh na
17 388 Argentina Ahhh Guanaco
18 s/d Argentina Ahh Granoleico
19 216 Argentina Ahf Colorado irradiado (col irradiado)
20 259 Argentina Ahh Manfredi 68
21 406 Argentina Ahhh Overo
22 s/d Argentina Ahh R10
23 399 Argentina Ahh Florman
24 s/d Argentina Ahf A505
25 4891 India Ahf J11

REM: Registro Entrada de Mani. OG: Origen Geografico. Taxon: Género, especie, subespecie,
variedad botanica (Ahf: Arachis hypogaea subesp. fastigiata, Ahh: Arachis hypogaea subesp.
hypogaea, Ahhh: Arachis hypogaea subesp. hypogaea var. hypogaea). s/d: sin dato. na: no aplica.

REM: Peanut Accession Registry. OG: Geographical Origin. Taxa: Genus, species, subspecies,
botanical variety (Ahf: Arachis hypogaea subesp. fastigiata, Ahh: Arachis hypogaea subesp.
hypogaea, Ahhh: Arachis hypogaea subesp. hypogaea var. hypogaea). s/d (unknown): without data.
na: not applicable.

Las hojas frescas fueron liofilizadas y almacenadas en freezer a -80°C hasta su
empleo para la extraccién de ADN. La misma se realizé mediante el protocolo descripto
por Doyle y Doyle (1987) modificado con respecto a la cantidad de material liofilizado
a extraer, los tiempos de incubacioén y centrifugacién y al volumen del buffer de
extraccion utilizado. La extraccion de ADN de los materiales analizados fue corroborada
mediante geles de agarosa al 0,8% (p/v) y la cuantificacion se realiz6 empleando un
fluorometro Versafluor (Biorad). Se emplearon 25 marcadores SSR para caracterizar el
conjunto de materiales en estudio (tabla 2, pag. 5) (10, 15, 16, 18, 26). Las reacciones
de amplificacién fueron efectuadas en un volumen final de 15 pL, conteniendo 1 pL
de ADN (60 ng/uL), 0,5 unidades de Tag DNA polimerasa (Fermentas), 1X buffer de
PCR (20 mM Tris-HCI pH 8,4 - 50mM KClI), 1,5 mM MgCl, 0,2 mM de cada dNTP,
0,75 uL de iniciador forward y 0,75 uL de iniciador reverse en 9,78 uL de agua grado
HPLC estéril.
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Tabla 2. Descripcion de los marcadores SSR utilizados en el analisis.
Table 2. Description of SSR markers used in this analysis.
Grupo de N°
Locus Ligamiento Iniciador 5'-3' PIC Comportamiento | Bibliografia
(cM) 1) Alelos
PM15 F CCTTTCTAACACATTCACACATGA
PM15R a09 GGCTCCCTTCGATGATGAC 0,46 3
PM42 F ACGGGCCAAGTGAAGTGAT
PM42 R a3y a07 TcTTGCTTCTTTGGTaATTAGE | 018 2
PM3 F GAAAGAAATTATACACTCCAATTATGC
PM3 R a03y bo3 CGGCATGACAGCTCTATGTT 0.56 5
PM201 F CCTTTATAGAGGACCTTCCCTCTC
PM201 R | 203V P03 sccTaTTTGGTATCGGCTCA | 010 2
PM204 F 07 TGGGCCTAAACCCAACCTAT 043 4
PM204 R CCACAAACAGTGCAGCAATC
PM238 F CTCTCCTCTGCTCTGCACTG
PM23gR | 200V P03 ACAAGAACATGGGGATGAAGA | 033 4
PM45 F TGAGTTGTGACGGCTTGTGT
PM45 R a0s GATGCATGCTTTAGCACACTTGA | 038 | 4 He
PM36 F ACTCGCCATAGCCAACAAAC et al. (2003)
a05y b05 0,58 7
PM36 R CATTCCCACAACTCCCACAT
PM35 F TGTGAAACCAAATCACTTTCATTC Polimorficos
PM35 R a06y b04 TGGTGAAAAGAAAGGGGAAA 0.27 4
PM210 F CCGCAGATCTTCTCCTGTGT
pM21oR | 208YPO8 o rocreatcoTetanacTetae | 920 4
PM32 F AGTGTTGGGTGTGAAAGTGG
PM32 R a02y bo2 GGGACTCGGAACAGTGTTTATC | 032 3
PM200 F GCTATGTGGGAAAAATACTGCTT
PM200 R s/d CAGATGTGTGTGTGTGTGTGTG | 022 5
PM50 F CAATTCATGATAGTATTTTATTGGACA
PM50 R b05 CTTTGTCCTCCCCAATTTGA 033 8
PM183 F TTCTAATGAAAACCGACAAGTTT
PM183 R b5 CGTGCCAATAGAGTTTTATACGG 035 9
PGP02A06 F GCTTCTTCGTTGTTGCCTTC
PGP02A06 R s/d TGCCAGTTGTTCATAGCTTCA | 004 3 Fe;?:j‘m
PGP01B09 F s/d CGTTCTTTGCCGTTGATTCT 0,54 6 (20048)
PGP01B09 R AGCACGCTCGTTCTCTCATT
Ah193 F CTTGCTGAAGGCAACTCCTACG
Ah193 R ao1 TCGGTTTGTCTCTTTGGTCACTC 0.18 2 Hopkins
AhO41F CGCCACAAGATTAACAAGCACC et al. (1999)
Ah041 R s/d GCTGGGATCATTGTAGGGAAGG 0 2
Ah558 F TGTGACACCATCAATCAAAGGG Moretzsohn
s/d 0 2
Ah558 R CAAAACCCAAATCATCACCACC et al. (2004)
PGP03B06 F TGCAGCCGTTTTTATGAATG
PGP03B06 R s/d AGCAGTTTGCAAAGGAGCAT 0 2 » Ferguson
PGP03B10 F GGTGATGCTCCCCTCTACAA Monomorficos et al.
b04 0 2 (2004a)
PGP03B10 R CCTGCGAAACACAACAGAAA
PM53 F CCTATCCTATGGGTCACTAGCC
PM53 R s/d GCTTGTGCTCATCTTGAGTTTT 0 1 He
PM145 F GCTGTAATTAGGATCATTCCACA et al. (2003)
PM145 R alo CAACGGTTGGATCGATGA 0 1

F: forward (adelante). R: reverse (atras). s/d: sin dato. PIC: contenido de informacion polimoérfica.

F: forward. R: reverse. s/d (unknown): without data. PIC: polymorphic information content.
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Las amplificaciones fueron efectuadas en un termociclador GeneAmp System
9700 (Applied Biosystems). El programa de amplificacion utilizado fue el descripto por
He et al. (2003) con modificaciones en el rango de temperatura de 65- 56°C a 61- 56°C
y en la rampa de descenso de temperatura durante la hibridacion de 0,5°C/ciclo a
1°Cl/ciclo. Para los pares de iniciadores de PM36, PM42 y PM50, cuya temperatura
de hibridacion es de 50°C, la rampa de temperatura fue realizada desde 54°C. En los
pares de iniciadores de Ah041, Ah193 y Ah558 se utilizé el programa descripto por
Hopkins et al. (1999).

Los fragmentos amplificados fueron resueltos por electroforesis vertical en gel de
poliacrilamida 6% (p/v) en una cuba Gibco-BRL (modelo S2). Los buffers de corrida
utilizados fueron Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X y TBE 1X, el tiempo de corrida fue
de aproximadamente 2 horas a 50 Watts. En cada gel se incluyeron dos patrones
moleculares de 10 pb y 25 pb, los geles fueron teiidos con kit de coloracién con nitrato
de plata de Promega (Madison, WI, EUA).

El analisis de los datos, consistié en el estudio descriptivo de: a) los marcadores
SSR, y b) la diversidad genética presente en las entradas evaluadas. El primer analisis
se baso en el grado de resolucion de las bandas producidas por cada SSR, en el
polimorfismo o monomorfismo de las mismas, en la proporcion de /oci polimérficos,
en el numero de alelos por locus y su promedio y en su contenido de informacion
polimérfica (Polymorphic Information Content: PIC). El PIC por locus se calculé como:

P]C:l—ipi2 —2Zl:iz_l:pi2pjz,
i=1

i=2 j=1

donde:
p, = frecuencia del alelo i para el locus estudiado
p,=esla frecuencia del alelo j

El analisis de la diversidad genética entre las diversas entradas de germoplasma
de A. hypogaea se baso en la determinacion de la riqueza alélica (R), de la diversidad
genética (D) de cada entrada para multiples /oci, del nUmero de alelos exclusivos y
condiciones Unicas. Estas corresponden a una combinacién alélica Gnica detectada
s6lo en una entrada para un determinado marcador. La diversidad genética para
multiples loci se calculé mediante la formula:

D=l—l/mizl:p§

j=1 i=l
donde:

p; = frecuencia del alelo i en el locus j

m = es el nimero de loci bajo analisis (2)

Ademas se llevé a cabo un analisis de conglomerados basado en las distancias
genéticas calculadas como (1-S)"2 a partir del indice de similitud S de Dice (1946)
y se construy6 un dendrograma mediante el método de encadenamiento promedio
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(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean: UPGMA). Se realiz6 un analisis
de coordenadas principales (ACoorP) y un analisis molecular de la varianza (AMOVA)
a una via de clasificacion (factor subespecie) y empleando 3000 permutaciones para
el calculo del valor p asociado a cada término del modelo (9). Estas estimas fueron
calculadas empleando el programa Infogen (2).

RESULTADOS Y DISCUSION

Argentina se consolidé definitivamente como el primer exportador mundial de mani
para consumo directo y algunas de sus manufacturas a partir del afio 2010, donde el 90%
del total exportado se produce y procesa en la provincia de Cérdoba. Este avance se
logré sobre la base de un proceso de mejoramiento continuo, sistematico y dinamico del
cultivo que comenzé a fines de la década del 70 (4). De este modo, el conocimiento de la
diversidad genética de las colecciones de germoplasma es de fundamental importancia
para el desarrollo eficaz de los programas de mejoramiento, ya que proporciona un sistema
de clasificacion confiable y facilita la identificacion de las entradas (5, 29, 31).

La caracterizacion de la diversidad genética presente en las entradas de mani
cultivado estudiadas se realiz6 mediante el empleo de 25 marcadores SSR. De este
numero, dos de ellos (PM188 y PM65) fueron eliminados del analisis, dado que el
primero no amplificé luego de tres experimentos sucesivos, mientras que PM65
mostré un patrén altamente confuso. Los 23 marcadores SSR restantes mostraron
una resolucion de bandas media y alta en gel de poliacrilamida al 6% (p/v). Del total de
SSR empleados en la caracterizacidon genética, 17 resultaron polimérficos y 6 fueron
monomorficos, con una proporcion de loci polimorficos de 73,91%. El total de loci
analizados revel6 85 bandas totales de las cuales 75 resultaron polimorficas. De los
75, hubo un total de 15 alelos unicos (20 %).

El promedio de alelos por locus fue de 4,41 y el rango del nimero de alelos por
locus registrado fue de 1 a 9 (tabla 2, pag. 5). Estos resultados fueron consistentes
con los valores reportados por He et al. (2003) y por Moretzsohn et al. (2005).
Los primeros autores informaron un promedio de alelos por locus de 4,25 y un nimero
de alelos por locus entre 2 y 8; mientras que Moretzsohn et al. (2005) detectaron un
promedio de alelos por locus de 5,87 y un nimero de alelos por locus entre 2 'y 12.
Estas coincidencias pueden deberse a que en ambos trabajos se utilizaron entradas
de las dos subespecies y en nimero similar al empleado en este estudio.

Los valores de PIC oscilaron entre 0,15 y 0,58, para PM201 y PM36
respectivamente (tabla 2, pag. 5). Al comparar los resultados aqui obtenidos con los
de Kottapalli et al. (2007) se observé que estos autores informaron limites superiores
mayores para las estimas mencionadas, lo cual podria adjudicarse al analisis de un
mayor numero de entradas (72) y de SSR (entre 100 y 200). Esto conllevaria a la
incorporacion de una mayor variabilidad genética. Los marcadores PM50, PM183 y
PM36 fueron los que mostraron mayor nimero de alelos, coincidente con lo informado
por He et al. (2003), teniendo en cuenta la similitud del material vegetal de partida y
el tipo de marcadores SSR (Serie PM) utilizados en el analisis (tabla 2, pag. 5).
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Los marcadores PM36, PM3, PGP01B09 y PM15 fueron los mas informativos
al evidenciar los valores mas elevados de PIC (tabla 2, pag. 5), coincidente con lo
informado por Etchart et al. (2012) y Kottapalli et al. (2007). Por lo expuesto, estos
4 SSR deberian incluirse en el conjunto de marcadores a utilizar para un futuro estudio
de mapeo por asociacion, agregando mas marcadores segun los requisitos del analisis
de estructura genética de la poblacion.

El conjunto de entradas analizadas evidencié una estima de diversidad genética
promedio de 0,165 (tabla 3), similar a lo reportado por Kottapalli et al. (2007) (0,18) para
una mini coleccion nucleo de germoplasma de USDAy a Etchart et al. (2012) (0,22).
Estos resultados fueron consistentes de acuerdo con el tipo de reproduccion autégama
que caracteriza a la especie en estudio y al hecho de que la misma se haya originado
a partir de una o pocas hibridaciones, relativamente recientes en términos evolutivos,
erosionando asi la diversidad genética del cultivo (28).

Tabla 3. Estimas de diversidad genética para todas las entradas de A. hypogaea y
para cada subespecie.
Table 3. Summary statistics for all the accessions of A. hypogaea and each subspecies.

Subespecie Entrada D Nap Nae R
Granoleico 0,18 1,35 0 23
5145 0,15 1,29 0 22
1220 0,15 1,29 1 22
566 0,19 1,29 0 22
Manfredi 68 0,18 1,35 0 23
Florman 0,15 1,29 0 22
2841 0,15 1,29 2 22
1222 0,18 1,35 0 23
A. hypogaea 2700 0,15 1,29 4 22
Overo 0,15 1,29 3 22
Guanaco 0,18 1,35 0 23
5351 0,18 1,35 0 23
1225 0,12 1,24 2 21
5331 0,15 1,29 0 22
5276 0,18 1,35 0 23
6516 0,18 1,35 0 23
R10 0,17 1,18 0 20
Promedio 0,16 1,30 12 22,23
2701 0,18 1,35 2 23
Colorado irradiado | 0,18 1,35 0 23
754 0,18 1,35 1 23
A. fastigiata A505 0,18 1,35 0 23
1783 0,15 1,29 0 22
J11 0,13 1,18 0 20
393 0,15 1,29 0 22
5153 0,18 1,35 0 23
Promedio 0,17 1,31 3 22,37
Promedio total 0,165 | 1,305 7,5 22,30

D: diversidad genética. Nap: nimero de alelos promedio. Nae: niumero de alelos exclusivos.
R: riqueza alélica.

D: genetic diversity. Nap: average alleles number. Nae: exclusive alleles number.
R: allelic richness.
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Resulta importante destacar que no se detectaron muestras duplicadas, es decir
que el perfil genético detectado con cada uno de los marcadores empleados en el
analisis fue exclusivo de cada entrada.

Entérminos de riquezaalélica (R) promedio para multiples locise evidencié que ambas
subespecies mostraron valores similares (22,23 para hypogaeay 22,37 para fastigiata).
Enel62,5%y41,2% de las entradas de la subesp. fastigiata e hypogaea respectivamente,
se registrod el maximo valor de R (23 alelos por entrada para los 25 loci analizados).

En cuanto a D y al numero de alelos promedio, los valores fueron similares
entre ambas subespecies (tabla 3, pag. 8), coincidente con los resultados obtenidos
por Kottapalli et al. (2007). Sélo 7 entradas presentaron alelos exclusivos,
principalmente en la subesp. hypogaea que mostré un valor 4 veces mayor que la
subesp. fastigiata. La misma tendencia fue detectada para las condiciones unicas,
donde la subesp. hypogaea mostré un valor 3 veces mayor al de la subesp. fastigiata
(datos no mostrados). Estos resultados se atribuyen al hecho de que el nimero de
entradas representantes de la subesp. hypogaea fue mayor y que representd mas
diversidad de origenes geograficos que la subesp. fastigiata (tabla 1, pag. 4).

La distancia genética entre pares de entradas calculada utilizando el indice
de similitud de Dice varié entre 0,18 y 0,68, con una correlacién cofenética
altamente significativa (r = 0,955), evidenciando buena representacién entre
la matriz de similitud de los genotipos y el dendrograma obtenido. Este mostr6
una division clara en dos grupos principales, lo cual permitié diferenciar los
dos tipos botanicos (subesp. fastigiata y subesp. hypogaea). El grupo I fue
conformado por las 8 entradas de la subesp. fastigiata analizadas y una entrada
de la subesp. hypogaea (566). La inclusiéon de la entrada 566 a este grupo fue
atribuida a una contaminacién mecanica al momento de cosechar las semillas
(Royo O. M., 2012, comunicacién personal). El grupo II conglomeré las restantes
entradas de la subesp. hypogaea (figura 1, pag. 10). Esta discriminacion entre las dos
subespecies fue coincidente con lo reportado por Etchart et al. (2012), Ferguson et al.
(2004b), Kottapalli et al. (2007) y Moretzsohn et al. (2004). Se evidencioé un alto grado
de concordancia entre la clasificacion morfolégica en subespecies registrada en el
Catalogo de Recursos Genéticos de Mani (30) y el agrupamiento basado en los
resultados obtenidos de la caracterizacion genética.

Los resultados obtenidos en el analisis de coordenadas principales (ACoorP)
mostraron la misma tendencia que el analisis de conglomerados, es decir, dos grupos
claramente definidos sobre la base de la clasificacion por subespecie. La coordenada
principal 1 (CP1) explico el 29,7% de la variabilidad total de las entradas estudiadas,
evidenciando dos grupos base de eje vertical que separaron a las entradas en
funcion de su clasificacion por subespecie. La coordenada principal 2 (CP2) explicd
el 12,5% de la variabilidad genética total de las entradas estudiadas. Cabe destacar
que la entrada 566 mostré el mismo patrén de comportamiento que en el analisis
de grupos, constituyendo parte del conglomerado que agrupé a las entradas de la
subesp. fastigiata (figura 2, pag. 10). El porcentaje de variabilidad genética explicada
por las dos primeras coordenadas (42,2%) fue similar a lo reportado en otras especies
cultivadas (~ 50%) como girasol (14), trigo (1) y arroz (20).
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Figura 1. Dendrograma de las entradas analizadas sobre la base de la conversion en
distancia del indice de similitud de Dice usando el agrupamiento UPGMA.

Figure 1. Dendrogram of accessions obtained using distances from Dice similarity
index and UPGMA clustering.
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Figura 2. Diagrama de dispersion obtenido a partir del ACoorP utilizando la matriz
de similitud de Dice entre las entradas analizadas.

Figure 2. Scatterplot obtained of PCoA analysis using Dice similarity matrix between
accessions analyzed.
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La distincidon entre subespecies a nivel morfolégico se basa en el habito de
crecimiento erecto o rastrero, la presencia o ausencia de flores en el eje principal, la
ramificacion alternada o secuencial, la madurez temprana o tardia, los foliolos pequefios
con pigmentacion clara o foliolos grandes con pigmentaciéon oscura y la ausencia o
presencia de dormicion en las semillas (11). Los resultados obtenidos en los analisis
precedentes avalan la evidente division entre ambas subespecies, posiblemente
justificada por la naturaleza autégama del mani que limitaria el flujo génico entre ellas.

El conocimiento de los niveles de variacion genética, y su distribucién dentro
y entre poblaciones, resulta importante para comprender el origen y evolucion de
las mismas en condiciones naturales (17). Los resultados obtenidos en el AMOVA
evidenciaron que existe variabilidad genética tanto, entre las subespecies, como dentro
de ellas. La variacion entre las subespecies explico el 42,19% del total, mientras que la
variacion dentro de las mismas revelo el 57,81% restante, siendo altamente significativa
para ambos casos (p<0,0001). El valor del coeficiente Phig, (Phi_subespecie) fue de
0,42, mostrando que a pesar de la variabilidad observada dentro de las poblaciones,
el factor subespecie origind un patron de estructuracion genética indicando una
mediana diferenciacion entre las mismas (tabla 4). Estos resultados fueron similares
a lo reportado por Mace et al. (2007) que informé una variaciéon genética entre
subespecies de 46,19% y dentro de ellas de 53,81%, con un Phig, de 0,46. Sobre la
base de los resultados obtenidos en el presente estudio, para futuros muestreos se
debera considerar tanto la representatividad de las dos subespecies, como el nimero
de entradas dentro de las mismas.

Tabla 4. Resultados del AMOVA para las subespecies hypogaea y fastigiata.
Table 4. AMOVA results for hypogaea and fastigiata subspecies.

Fuente de Variacion SC |GL| CV | Variacion (%) Coeficiente Phig;
Entre subespecies 68,22 1 6,14 42,19
Dentro de subespecies 176,73 | 21 8,42 57,81 0,42
Total 244,96 | 22| 14,56 100

SC: Suma de cuadrados. GL: Grados de libertad. CV: Componentes de varianza.
SC: Sum of squares. GL: Degrees of freedom. CV: Variance components.

CONCLUSIONES

El presente estudio muestra la utilidad de los marcadores microsatélites para
detectar polimorfismos y analizar las relaciones genéticas entre diversas entradas.
De acuerdo con los resultados obtenidos, se concluye que los marcadores PM36, PM3,
PGP01B09 y PM15 fueron los mas adecuados en cuanto a su nivel de discriminacion
y deteccion de polimorfismo para constituir el panel de analisis en un futuro estudio
de mapeo por asociacion.

Siete entradas presentaron alelos exclusivos, de las cuales 5 pertenecen a la
subespecie hypogaea. Se determind un bajo nivel de diversidad genética promedio
presente en las entradas estudiadas coincidente con lo reportado por la bibliografia,
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posiblemente debido al origen y al tipo de reproduccion de la especie. Se detecto
alto grado de concordancia entre la caracterizacion morfolégica de las entradas
y su respectivo analisis genético, observandose una clara divisién en dos grupos
correspondientes a las subespecies analizadas.

En cuanto a la distribucion de la variacion genética, se determind un nivel similar
de variacion dentro y entre subespecies, evidenciando la importancia de efectuar
futuros muestreos que consideren la representatividad y el nUmero de entradas de
las dos subespecies estudiadas.

Este trabajo reviste suma importancia dado que constituye el primer paso para el
estudio de la diversidad genética con marcadores moleculares en entradas del BAGM
del INTA-EEA Manfredi para la futura implementacién de mapeo por asociaciéon en mani.
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