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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a diversidade genética do Banco Ativo
de Germoplasma (BAG) de amendoim forrageiro localizado na Embrapa Acre por
meio de marcadores microssatélites. Foram analisados 145 acessos pertencentes
as espécies (Arachis pintoi, Arachis repens, Arachis glabrata e Arachis helodes),
hibridos intra e interespecificos e gendtipos de espécies ndo identificadas. Foram
testados 17 microssatélites. Os produtos amplificados foram aplicados em gel de
poliacrilamida desnaturante (5%), corados com nitrato de prata. Foram estimados:
heterozigosidade observada (Ho) e esperada (Hg), numero de alelos por loco,
contetdo de polimorfismo (PIC) e poder de discriminacdo (DP) dos acessos.
Agrupamentos foram realizados pelo método UPGMA e Neighbor-Joining. Analises
bayesianas e dispersdo por coordenadas principais foram também utilizadas. Os
acessos da seccéo Caulorrhizae foram utilizados para determinar a colecao nuclear.
Dez locos foram polimérficos. Um total de 164 alelos foram observados entre os 145
acessos utilizados. Os valores médios de heterozigosidade observada para todos os
acessos, A. pintoi, A. repens e A. glabrata foram de 0,35, 0,33, 0,43 e 0,34,
respectivamente. As médias de heterozigosidade esperada com todos os genotipos,
A. pintoi, A. repens e A. glabrata foram de 0,73, 0,71, 0,61 e 0,69, respectivamente.
Devido a informatividade dos locos, foram observados altos valores de PIC e DP.
Verificou-se a eficiéncia da transferibilidade de marcadores microssatélites para
espécies do género Arachis. O loco Ah6-125, desenvolvido para A. hypogaea,
apresentou 100% de transferibilidade para as espécies A. repens e A. glabrata e
98,81% para A. pintoi. Os resultados das andlises de agrupamentos e dispersao
foram consistentes e mostraram a dissimilaridade entre os acessos das seccoes
Caulorrhizae e Rhizomatosae para a formag&o de grupos distintos. Entretanto, para
A. pintoi e A. repens ndo houve um padrao de agrupamento por espécie. A colegcao
nuclear foi identificada por 41 acessos, sendo 33 de A. pintoi e 08 de A. repens.
Conclui-se que: i) Os dez marcadores microssatélites polimorficos s&o eficientes
para acessar a variabilidade genética presente nos 145 acessos de amendoim
forrageiro do Banco Ativo de Germoplasma localizado na Embrapa Acre. ii) Os
baixos valores de heterozigosidade observada mostram que 0s acessos das
seccbes Caulorrhizae e Rhizomatosae apresentam perfil tipico de autdgamas. iii)

Existe potencial de transferibilidade de marcadores microssatélites desenvolvidos



para A. pintoi, A. glabrata e A. hypogaea para as espécies do género Arachis. iv) As
distancias genéticas encontradas podem auxiliar na escolha dos acessos a serem
realizados nos programas de melhoramento. v) As espécies A. pintoi e A. repens
sdo muito proximas do ponto de vista genético, ndo havendo estruturacdo suficiente
para separacgdo das duas espécies. vi) Nao foram observadas duplicatas no BAG de

amendoim forrageiro.

Palavras-chave: Arachis. Banco de Germoplasma. Marcadores Moleculares



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the genetic diversity of forage peanut Active
Germplasm Bank of Embrapa Acre by microsatellite markers. It was used 145
accessions comprising Arachis pintoi, Arachis repens, Arachis glabrata, Arachis
helodes, intra and interspecific hybrids and five accessions without species identified.
Seventeen microsatellites were analyzed. The amplification products were
genotyping in a denaturing polyacrylamide gel (5%) stained with silver nitrate. The
following parameters were estimated: observed (Hp) and expected (Hg)
heterozygosity, number of alleles per locus, polymorphism information content (PIC)
and discrimination power (DP) of each locus. Groups were performed by UPGMA
and Neighbor-Joining method. Bayesian analysis and dispersion principal
coordinates were also evaluated. The accessions of Caulorrhizae section were used
to determine the core collection. Ten loci detected polymorphism and a total of 164
alleles were observed in the genotyping of the 145 accessions. The average values
of observed heterozygosity for all accessions, A. pintoi, A. repens and A. glabrata
were 0.35, 0.33, 0.43 and 0.34, respectively. The average expected heterozygosity
with all genotypes, A. pintoi, A. repens and A. glabrata were 0.73, 0.71, 0.61 and
0.69, respectively. Due to the informativeness of the loci, high values of PIC and PD
were observed. We verified the effectiveness of the transferability of microsatellite
markers for Arachis species. The locus Ah6-125, developed for A. hypogaea,
showed 100% transferability to A. repens and A. glabrata species and 98.81% for A.
pintoi. The results of the analysis of clusters and dispersion were consistent and
show the dissimilarity between Caulorrhizae and Rhizomatosae sections to form
distinct groups. However, for A. pintoi and A. repens there wasn’t a pattern of
grouping species. The core collection was identified by 41 accessions, from 33 A.
pintoi and 08 A. repens. We have concluded that: i) The ten microsatellite markers
are efficient to access genetic variability present in 145 accessions of forage peanut
from the Active Germplasm Bank of Embrapa Acre. ii) The low values of observed
heterozygosity show that accessions of the sections Caulorrhizae and Rhizomatosae
feature typical genetic profile of an autogamous plant. iii) There is potential for
transferability of microsatellite markers developed for A. pintoi, A. glabrata and A.
hypogaea amplifying in species from Arachis genus. iv) The genetic distances can

provide an informative tool to choose crossings in breeding programs v) Species A.



pintoi and A. repens are very close genetically, and then it hasn’t enough genetic

structuring to separate the two species. vi) No duplicates were observed in peanut

forage BAG.

Key-words: Arachis. Germplasm Bank. Molecular Markers
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1. INTRODUCAO

O crescimento da agropecuaria no Brasil tem apresentado destaque em
decorréncia de um cenario econdmico e de mercado favoraveis nos ultimos anos
(CLAUDINO et al., 2013). A pecuaria brasileira baseia-se no uso de pastagens para
a producdo de carne e leite, trazendo grandes vantagens competitivas para o
sistema nacional de producdo. Porém, a perda da capacidade produtiva das
pastagens e o impacto sobre o meio ambiente sdo facilmente detectaveis pelos anos
de exploracéo (BARCELLOS et al., 2008).

Dentre alternativas para recuperar areas degradadas e para garantir a
sustentabilidade dos solos, destaca-se o cultivo de gramineas consorciadas com
leguminosas forrageiras. Esta prética € interessante em sistemas de producéo
animal a pasto, uma vez que agregam beneficios no processo. Segundo Assis e
Valentim (2009a), a recuperacao de pastagens degradadas diminui as pressdes de
desmatamento, reincorpora a terra ao processo produtivo, além de evitar a abertura
de novas areas de floresta.

A utilizacdo de leguminosas forrageiras nos sistemas de producao permite a
incorporacdo do nitrogénio atmosférico ao sistema solo—planta—animal, por meio da
simbiose com bactérias do género Rhizobium. Dessa forma, ha elevacéo do teor de
matéria organica do solo e de proteina do volumoso oferecido aos animais,
diversificacdo do ecossistema, aumento da producao de forragem, e maior cobertura
do solo (MIRANDA et al., 2008).

Entre diversas leguminosas, espécies silvestres do género Arachis (Arachis
pintoi Krapov. & W.C. Greg., Arachis repens Handro e Arachis glabrata Benth.),
conhecidas como amendoim forrageiro, destacam-se pela utilizagdo em pastagens
consorciadas pela alta rentabilidade nos sistemas de producdo e fornecem
beneficios ambientais (CARVALHO; PIRES, 2008).

Considerando a importancia destas leguminosas e o intuito de conservar a
diversidade genética do género, a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
estabeleceu um banco de germoplasma com acessos provenientes de diversas
regides brasileiras. Atualmente, ha cerca de 150 acessos de amendoim forrageiro da

seccado Caulorrhizae. A Embrapa Acre também tem um Banco Ativo de
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Germoplasma (BAG) de amendoim forrageiro e estd associado a um programa de
melhoramento de Arachis pintoi (ASSIS; VALENTIM, 2009a).

A expansdo do uso do amendoim forrageiro depende de avancos no
conhecimento sobre o seu potencial desempenho em diferentes ambientes e em
sistemas de producdo pecuarios. Adicionalmente, as cultivares existentes da
espécie A. pintoi disponiveis para o produtor no mercado nacional e internacional
descendem de um mesmo acesso. Portanto, o conhecimento da diversidade
genética dos acessos pode assessorar programas de melhoramento no
desenvolvimento de novas cultivares.

Um banco de germoplasma tem como objetivo principal evitar a perda de
alelos, que diminui a variabilidade genética disponivel de uma espécie. Para evitar
essas perdas sdo conservados acessos silvestres e domesticados, a fim de
representar o patrimonio genético da espécie (BOREM; MIRANDA, 2009).

A identificacdo da variabilidade genética dentro de banco de germoplasma é
fundamental para um melhor entendimento sobre as relacdes genéticas entre os
acessos. Para isso, a avaliacdo e a caracterizacdo do germoplasma sédo atividades
primordiais na manutencdo e na utlizagdo dos recursos geneéticos. Essas
informagdes facilitam o acesso dos pesquisadores a novos conjuntos génicos,
aumentando a eficiéncia na utilizacdo dos genotipos.

O melhoramento genético de plantas tem gradualmente exigido
procedimentos com menores custos, mais rapidos e eficientes para acessar a nivel
molecular os acessos de interesse. Estudos com marcadores moleculares tém
mostrado nos ultimos anos grandes descobertas sobre a variabilidade genética de
vérias culturas (BOREM; CAIXETA, 2009).

Os marcadores moleculares sédo ferramentas utilizadas para detectar
variagbes no genoma, possibilitando estimar diversos parametros geneéticos.
Apresentam vantagens sobre os marcadores morfologicos por detectarem o
polimorfismo ao nivel do gendtipo e serem independentes dos efeitos ambientais e
do estagio de desenvolvimento da planta (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Estudos com marcadores moleculares detectaram alta variabilidade entre os
acessos da secgcao Caulorrhizae com marcadores RAPD (GIMENES et al., 2000;
CARVALHO, et al.,, 2010) e marcadores microssatélites (PALMIERI et al., 2002,
2005, 2010; BRAVO et al., 2006; GIMENES et al., 2007) e entre espécies da seccao
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Rhizomatosae utilizando microssatélites (ANGELICI et al., 2008). Os locos
microssatélites apresentaram elevados indices de polimorfismo e transferibilidade
dentro do género Arachis, o que permite a sua utilizacdo para estudos genéticos
inter e intraespecificos (PALMIERI et al., 2002, 2005; MORETZSOHN et al., 2005;
GIMENES et al., 2007).

Os marcadores microssatélites, ou Repeticdes de Sequéncias Simples (SSRs
- Simple Sequence Repeats), tém sido utilizados com sucesso na caracterizagédo da
diversidade de plantas (KALIA et al., 2011). Sao regides de DNA que consistem em
repeticbes em tandem de 1 a 6 nucleotideos. Estas repeticdes estédo distribuidas por
todo o genoma eucarioto e podem ser analisadas através da técnica de PCR
(polymerase chain reaction). Os marcadores microssatélites revelam polimorfismos
individuais, devido a variacdo no numero de repeticbes de um microssatélite
(TAUTZ; RENZ, 1984; SCHLOTTERER, 2000; VARSHNEY et al., 2002). Sio
codominantes com alto nimero de alelos e elevada heterozigosidade (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998; VARSHNEY et al, 2002). Devido ao alto grau de
polimorfismo, tornaram-se marcadores ideais para o estudo de diversidade genética
de bancos de germoplasma, detectando duplicacdes, mistura de sementes e
cruzamentos ndo controlados.

Acessar a diversidade genética € extremamente relevante no contexto do
conhecimento do género Arachis, pois permitira avaliar a variabilidade existente para
assessorar programas de melhoramento. O presente estudo teve como objetivo
avaliar a diversidade genética do Banco Ativo de Germoplasma de amendoim
forrageiro localizado na Embrapa Acre por meio de marcadores microssatélites.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Arachis

2.1.1 Aspectos gerais e taxondmicos

O género Arachis pertence a familia Leguminosae Adans. ou Fabaceae (Judd
et al. 2009), subfamilia Papilionoideae (Fabaceae sensu stricto), tribo Dalbergieae,
subtribo Stylosanthinae (LEWIS et al. 2005).

O centro de origem situa-se na Serra do Amambai, no limite do Mato Grosso
do Sul e Paraguai, onde a espécie mais primitiva do género, Arachis guaranitica
Chod. & Hassl. (GREGORY et al.,, 1980; HAMMONS, 1994) concentra sua
ocorréncia . O maior nimero de espécies concentra-se no Brasil, seguido da Bolivia,
Paraguai, Argentina e Uruguai (VALLS; SIMPSON, 1995).

De acordo com estudos taxonémicos, o género Arachis esté dividido em nove
seccOes: Arachis, Caulorrhizae, Erectoides, Extranervosae, Heteranthae,
Procumbentes, Rhizomatosae, Trierectoides e Triseminatae (KRAPOVICKAS;
GREGORY, 1994; VALLS; SIMPSON, 2005). As espécies foram alocadas, nas
respectivas seccdes de acordo com caracteristicas morfoldgicas, citogenéticas,
distribuicdo geografica e padréo de fertilidade de hibridos interespecificos.

O género Arachis é composto por espécies herbaceas, anuais ou perenes,
rizomatosas ou estoloniferas, dipléides (2n=2x=20 ou 2x=18) ou tetraploides com
2n=4x=40 (FERNANDEZ; KRAPOVICKAS, 1994; LAVIA, 1998; PENALOZA; VALLS,
1999). As seccdes Rhizomatosae e Arachis sdo as que apresentam algumas
espécies tetraploides.

A biologia floral encontrada na maioria das espécies silvestres é considerada
favoravel a autofecundacéo, porém a polinizacdo cruzada pode ocorrer pela acao de
insetos, principalmente abelhas (SIMPSON et al., 1995). Estudos mostram uma taxa
de 10% de polinizacdo cruzada em acessos da sec¢cdo Rhizomatosae (SIMPSON et
al., 1995)

O ogénero Arachis apresenta uma caracteristica exclusiva entre as
leguminosas. H4 associacdo de flores aéreas com frutos subterrdneos, e dessa

forma, é considerada geocarpica (VALLS; SIMPSON, 1995). Tal caracteristica € a



19

que mais produz efeito na distribuicdo geogréfica e, consequentemente na evolugao
das espécies do género (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994).

O amendoim comum (A. hypogaea L.) destaca-se na seccao Arachis, em
funcdo da sua importancia econémica e expressao alimenticia. As espécies da
seccao Caulorrhizae (A. repens Handro, A. pintoi Krapov. & W.C. Greg. e da secc¢éo
Rhizomatosae A. glabrata Benth.) apresentam caracteristicas de interesse
agrondmico para utilizacdo forrageira (formacdo de pastagens), cobertura de

pomares, paisagismo e controle da erosao do solo.

2.1.2 Seccéao Caulorrhizae

A seccao Caulorrhizae, compreende duas espécies endémicas da flora
brasileira: A. pintoi e A. repens (Figuras 1A e 1B) (VALLS; SIMPSON, 1995).

Essas espécies vém despertando interesse para uso forrageiro, com
destaque para A. pintoi, por apresentar varios atributos relacionados a persisténcia
sob pastejo e por ser fonte alimentar para animais no sistema lavoura-pecuaria
(SILVA et al., 2012). A espécie A. repens é usada como planta ornamental e para

cobertura do solo.

Fotos: J6bnatas Oliveira

|

Figura 1 - Acessos de Arachis pintoi (A) e Arachis repens (B).

As espécies pertencentes a secgdo Caulorrhizae sdo plantas perenes, com

habito de crescimento estolonifero, produzem raizes sem engrossamento, caules
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com entrenés ocos, folhas quadrifoliadas, frutos subterraneos biarticulados e
pericarpo liso (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994).

O primeiro acesso de A. pintoi (GK 12787) foi coletado por Geraldo Pinto em
1954, junto a foz do rio Jequitinhonha no Estado da Bahia (VALLS, 1992). E o
primeiro acesso de A. repens (GKP 10538) foi coletado por Otero em 1941, em
Jequitai, no Estado de Minas Gerais (VALLS et al.,1995).

Estudos de diversidade genética com caracteres morfolégicos verificaram
grande variacdo fenotipica entre os acessos de amendoim forrageiro. Moncato
(1995) verificou que os caracteres com maior variagdo foram formato e dimensodes
dos foliolos, densidade e localizacdo de pélos e cerdas. Os acessos de A. repens
apresentaram foliolos distais em média de 18,3 mm no comprimento por 8,9 mm de
largura, e os foliolos basais com 16,7 mm de comprimento por 7,1 mm de largura,
auséncia de cerdas, com excec¢ao no peciolo ou rague. Em acessos de A. pintoi, as
folhas sdo de maiores dimensdes, os foliolos superiores apresentaram em média,
31,1 mm no comprimento e 19,1 mm na largura, os inferiores 28,8 mm no
comprimento e 15,5 mm de largura. Cerdas foram presentes com frequéncia nas
faces basais dos foliolos, entrends, peciolos e raquis. Moncgato (1995) concluiu que
0s gendtipos de A. pintoi separam-se de A. repens, existindo tipos intermediarios
entre as duas espécies.

Menezes (2011) também identificou foliolos maiores nos acessos de A. pintoi
e menores em acessos de A. repens. Resultados semelhantes foram encontrados
por Azevedo et al. (2011) quando avaliaram acessos de A. repens, eles verificaram
foliolos com menores dimensdes.

Assis et al. (2009) encontraram variacdo para 0s caracteres densidade e
comprimento de pélos na superficie estigmatica em acessos de amendoim
forrageiro. Os autores verificaram estigmas com pélos curtos e de baixa densidade;
pélos curtos e com densidade intermediaria; pélos de comprimento mediano e de
densidade intermediaria e pélos de comprimento mediano e de densidade alta. A
utilizacdo do meétodo de otimizagcdo de Tocher, permitiu a formagdo de quatro
grupos. Trés grupos foram formados com acessos de A. pintoi e A. repens e houve
um grupo somente com acessos de A. pintoi.

Apesar da importancia das caracteristicas morfolégicas nas analises de

diversidade, elas apresentam limitacbes. Em plantas com base genética estreita
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como a soja, elas podem néo ser suficientes na separacao de diferentes genétipos
(MULATO, 2010). Sendo assim, a aplicabilidade de caracterizagdo molecular nos
acessos de colecdes de germoplasma tem permitido maior discriminacdo dos
genotipos.

Estudos com marcadores moleculares também indicam a similaridade entre
A. pintoi e A. repens. Uma analise de variacdo genética com marcador RAPD na
secgao Caulorrhizae, com 52 acessos de A. pintoi e 12 de A. repens, resultou em
um dendrograma com a maioria dos acessos de A. repens compondo um grupo
distinto. Porém, foi detectada alta similaridade entre as duas espécies (GIMENES et
al., 2000).

Outro estudo de diversidade genética com 33 acessos de A. pintoi e 10 de A.
repens usando marcadores microssatélites, verificou auséncia de grupos com a
separacdo dos individuos das duas espécies. Mesmo com a utilizacdo de um
marcador codominante especifico, ndo foi possivel distinguir o pool genético primario
dessas espécies (PALMIERI et al., 2010).

A diferenciacao entre as duas espécies (A. pintoi e A. repens) foi identificada
no sistema reprodutivo, pois ha esterilidade nos cruzamentos interespecificos
(OLIVEIRA; VALLS, 2003). A morfologia do estigma e o modo de reproducdo
sugerem possiveis barreiras para a producédo de sementes em alguns cruzamentos,
reforcando a classificagdo em espécies distintas.

Existem doze cultivares de A. pintoi disponiveis no mercado. Seis cultivares
sdo do mesmo gendtipo GK 12787 (BRA 013251) coletado em 1954, por Geraldo
Pinto. Esse acesso foi langcado em outros paises com denominacgfes distintas.
Durante os anos de 1987 a 1995 foram lancadas as cultivares Amarillo (Australia),
Mani Forrajero Perenne (Colémbia), Pico Bonito (Honduras), Mani Mejorador (Costa
Rica), Mani Forrageiro (Panama) e Amarillo MG-100 (Brasil). As outras seis
cultivares existentes sao Porvenir, Golden Glory, Alqueire-1, Belmonte, Itacambira e
BRS Mandobi (ARGEL; VILLARREAL, 1998; PAGANELLA; VALLS, 2002; ARAUJO
et al., 2008; ASSIS; VALENTIM, 2009b).

As cultivares mais plantadas atualmente no Brasil sdo: Amarillo MG-100,
Algueire-1 e Belmonte. A cv. Amarillo MG-100 é bastante persistente sob pastejo e
apresenta boa producédo de forragem (MS), em torno de 5-8 ton/ha/ano. Devido ao

seu potencial forrageiro, vem sendo foco de varios estudos e largamente utilizada
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em ecossistemas de diversas regides do Brasil (ASSIS et al., 2008; FERNANDES et
al., 2009; GOBBI et al., 2009).

A cv. Alqueire-1 apresenta producdo em torno de 8-10 ton/ha/ano de matéria
seca de forragem com valor 23% de proteina bruta e 72% de digestibilidade
(NASCIMENTO et al.,, 2003; GOMES, et al., 2007). A propagacdo € realizada
através de sementes maduras e material vegetativo. Os custos operacionais de
colheita oneram o preco da semente no mercado, que resultam comumente no
emprego do material vegetativo para o estabelecimento de novas areas (FISHER;
CRUZ, 1995).

A cv. Belmonte foi a primeira cultivar lancada, exclusivamente, para
propagacédo vegetativa (PAGANELLA; VALLS, 2002) através de mudas ou estoldes,
devido a baixa producdo de sementes. Pastagens consorciadas por quatro anos
com cv. Belmonte e Brachiaria humidicola, apresentaram nos rebanhos ganho de
peso vivo de 565 gramas por cabeca ao dia (g/cab/dia), superior aos 444 g/cab/dia
na pastagem da graminea em monocultivo adubada com nitrogénio (VALENTIM et
al., 2000).

A cv. BRS Mandobi foi obtida por meio de selecdo massal, realizada na
Embrapa Acre, a partir da rede de avaliagdo de acessos de amendoim forrageiro.
Foi registrada em 2008 no Registro Nacional de Cultivares do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2011) e protegida em 2011. Uma
de suas principais caracteristicas € a elevada producdo de sementes. Nas condi¢cdes
ambientais do Acre, a cultivar produz aproximadamente 3.000 mil kg/ha de
sementes ap0s um periodo de 18 a 21 meses (ASSIS; VALENTIM, 2009a). A cv.
BRS Mandobi apresenta também boa produtividade de biomassa aérea, que varia
de 9 t/ha a 15 t/ha de matéria seca, 10 meses apos o plantio (BALZON et al., 2007,
ASSIS et al.,, 2008). Essa cultivar apresenta elevado vigor vegetativo, bom
estabelecimento no pasto, tolerancia a solos bem drenados ou de baixa
permeabilidade, boa taxa de crescimento foliar e boa disponibilidade de folhas
(ASSIS, 2011).

A maioria das cultivares atualmente lancadas sdo provenientes de ecotipos
encontrados na natureza e ndo do melhoramento propriamente dito. Ha cerca de
150 acessos da seccdo Caulorrhizae disponiveis no banco de germoplasma

localizado na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em Brasilia — DF. Estes
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acessos podem ser usados para estudos de variabilidade genética, ensaio de
desempenho agronémico, caracterizacdo morfolégica e cruzamentos intra e

interespecificos em programas de melhoramento.
2.1.3 Seccao Rhizomatosae

A seccdo Rhizomatosae, é constituida por quatro espécies: Arachis burkartii
Handro, A. glabrata Benth, A. nitida Valls & CE Simpson e A. pseudovillosa (Chodat
& Hassl.) Krapov. & W.C. Greg (FERNANDEZ; KRAPOVICKAS, 1994; PENALOZA;
VALLS, 2005). Apenas a espécie A. burkartii € diploide (2n=2x=20), e as demais
espécies da seccao sado tetraploides (2n=4x=40).

A. glabrata € uma das espécies da seccdo Rhizomatosae mais promissora
como planta forrageira (Figura 2). Ha acessos em bancos de germoplasma em
varios paises, como Brasil, Colémbia, india e EUA. Os estudos realizados com
alguns acessos revelam alta diversidade e potencial uso nos programas de
melhoramento (NOBILE et al., 2004; ANGELICI et al., 2008).

Foto: J6bnatas Oliveira
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Figura 2 - Acesso de Arachis glabrata.

Conhecida como amendoim rizoma, € valorizada principalmente no mercado
internacional. Segundo Prine et al. (1986) as cultivares da espécie A. glabrata foram
coletadas proximo a Campo Grande (MS) Brasil. Nos Estados Unidos, as cultivares
Florigraze e Arbrook vém se destacando, pois contém elevados niveis de proteinas
e sdo resistentes a doencas e pragas (FRENCH et al.,, 1994). Na Australia, esta
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leguminosa € valorizada por apresentar alta qualidade de forragem e cobertura nos
pastos (BOWMAN et al., 1998). Estudos de diversidade genética com acessos desta
seccdao ja foram realizados com marcadores isoenzimaticos, RAPD e microssatélites
e foram detectados altos niveis de diversidade nos gendétipos avaliados (MAASS;
OCAMPO, 1995; NOBILE et al., 2004; ANGELICI et al., 2008).

2.2 Uso e conservacdo do germoplasma ex situ em programas de

melhoramento

A grande preocupacdo de nivel mundial em conservar 0s recursos geneéticos
surgiu na primeira Conferéncia Internacional (1961), realizada pela Organizacdo das
Nacoes Unidas para a Alimentacédo e Agricultura (FAO), cujo tema “Perda de genes
causada pela destruicdo acelerada da vegetacdo primaria e o abandono das
variedades primitivas pelo agricultor, devido a pressao das cultivares providas pelo
melhoramento genético” (GIACOMETTI; FERREIRA, 1988; BUENO et al., 2006).
Desde entédo, uma série de conferéncias foram organizadas com o objetivo de tracar
estratégias para 0 manejo e a conservagao dos recursos genéticos do mundo.

Uma das primeiras estratégias internacionais foi a criacdo do International
Board for Plant Genetic Resources (IBPGR), hoje, Bioversity International durante a
Conferéncia Técnica Internacional em Biologia realizada pela FAO, em 1974. Tendo
como objetivo a elaboracdo de metas eficazes para a conservacdo dos recursos
genéticos vegetais, principalmente os utilizados na alimentacdo e agricultura. A
preocupacao em conservar esses recursos reflete na sua utilizagdo em longo prazo.

Os recursos genéticos vegetais podem ser entendidos como fonte natural de
diversidade biol6gica e variabilidade genética de plantas, conceituados como
materiais genéticos portadores de genes que possuem valor atual ou potencial para
a alimentac&o, agricultura e floresta (SALOMAO, 2010). O elemento dos recursos
genéticos que maneja a variabilidade genética intraespecifica das espécies, com fins
de utilizacdo para a pesquisa em melhoramento genético e em biotecnologia,
denomina-se “germoplasma” (GOEDERT, 2007). No que se refere a conservacéo e
0 uso sustentavel desses recursos duas estratégias sdo possiveis: a conservagao ex

situ e in situ.
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A conservagdo ex situ é caracterizada pela conservacdo fora do habitat
natural das espécies; ao passo que a conservacao in situ refere-se a conservacao
no ecossistema e habitat natural da espécie. Como exemplo de conservacéo ex situ,
podemos citar os bancos de germoplasma, definidos como colec¢fes vivas de todo o
patriménio genético de uma espécie, incluindo acessos silvestres, nativos, cultivares
obsoletas ou desenvolvidas pelo melhoramento genético, conservadas para uso
imediato ou futuro (BOREM; MIRANDA, 2009). Dessa maneira, preservacio ex situ
constitui a forma mais importante de conservacao das espécies em locais diferentes
daqueles aos quais estdo adaptadas.

Contudo, para acessar a diversidade genética dentro dos bancos de
germoplasma é necessario coletar, avaliar, caracterizar, conservar e documentar
para assim assessorar os programas de melhoramento com o germoplasma
necessario para o desenvolvimento de novas variedades (GIMENES et al., 2000).

A avaliacao e a caracterizagdo do germoplasma séo atividades primordiais na
manutencdo e na utilizacdo dos recursos genéticos de qualquer espécie. Essas
atividades, além de proporcionarem melhor conhecimento do germoplasma
disponivel, geram informagfes que auxiliam a manutencdo e o manejo da colecao,
facilitando o acesso dos pesquisadores a novos conjuntos génicos e aumentando a
utilizacado dos materiais com maior eficiéncia.

Em meados da década de 70, devido a grande preocupac¢do mundial sobre o
aceleramento de perda dos recursos genéticos, a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa) criou o Centro Nacional de Recursos Genéticos, localizado
em Brasilia, atualmente, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Os acervos
mantidos na unidade representam a diversidade bioldgica de diferentes grupos de
plantas, animais e microrganismos. Esses materiais sdo provenientes de coleta ou
intercambio. A rede de bancos e a colecdo de base de germoplasma contam com
mais de 200 mil acessos conservados em camara fria, campo, in vitro e em casas de
vegetacao.

A conservacgao ex situ dos recursos genéticos nos bancos de germoplasma &
uma atividade que vai além do simples armazenamento. Envolve também estudos
minuciosos dos acessos disponiveis no banco, desde o local de coleta, identificacao
taxonbmica, caracterizacdo morfolégica e molecular, avaliacdo agronémica,

monitoramento, a disponibilizacdo do germoplasma e de todas as informagfes sobre



26

0 acesso analisado. Contudo, conservar espécies de plantas fora do seu habitat

natural mostra-se uma atividade dinamica e de alto custo.

2.2.1 Banco de germoplasma do género Arachis

A conservacéao da diversidade do género Arachis em bancos de germoplasma
pode ser encontrada em diferentes paises: na india (ICRISAT), Estados Unidos
(USDA-ARS) Texas A & M, Argentina (INTA e IBONE), Bolivia (PROINPA), Brasil
(EMBRAPA), Argentina e Colombia (CIAT).

No Brasil, o banco de germoplasma apresenta mais de 1.280 acessos de
espécies do género Arachis e abrange 74 das 81 espécies descritas do género. Das
57 espécies brasileiras de Arachis, 56 estdo representadas. As outras 23 espécies
do género estédo representadas ao menos por uma amostra.

Devido a intensa demanda por germoplasma e ao interesse no potencial
forrageiro de A. pintoi, foi criado em 2006 o Banco Ativo de Germoplasma de
amendoim forrageiro na Embrapa Acre, Rio Branco (AC). Os acessos deste banco
sdo oriundos, principalmente, do Banco Ativo de Germoplasma de Arachis,
localizado na Embrapa Recursos Genético e Biotecnologia (ASSIS et al., 2012).

Atualmente, sdo mantidos 139 acessos pertencentes as espécies A. pintoi, A.
repens, A. glabrata e A. helodes, além de hibridos intra e interespecificos. Estudos
realizados neste germoplasma mostram alta variabilidade e divergéncia genética
entre 0s acessos para caracteres morfolégicos e agronémicos (ASSIS et al., 2012).

Deste modo, essas espécies constituem importantes recursos genéticos com
potencial e valor econémico. Portanto, a conservagao, a utilizacdo e o acesso a
variabilidade genética sdo imprescindiveis para auxiliar o programa de

melhoramento do amendoim forrageiro.
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2.3 Marcadores moleculares em anédlise de diversidade genética

A expansdo significativa do uso de marcadores moleculares atribui-se a
rapidez e a eficiéncia dos resultados, pois detectam o polimorfismo diretamente ao
nivel do DNA, sem influéncia ambiental. Essa caracteristica possibilita aprimorar
estudos entre 0 gendtipo e o fendtipo do individuo, aumentando a eficiéncia dos
programas de melhoramento.

Atualmente, os marcadores disponiveis sdo: (a) marcadores de hibridacao -
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP, BOTSTEIN et al., 1980); (b) e
marcadores a base de PCR - Random Amplified Polymorphic (RAPD, WILLIAMS et
al., 1990), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP, VOS et al., 1995),
Simple Sequence Repeats (SSR, HAMADA et al., 1982; TAUTZ; RENZ, 1984), e
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs, WANG et al., 1998).

A utilizacdo desses marcadores moleculares no melhoramento de plantas é
bastante amplo, destacando-se:

a) ldentificacéo e discriminacao de gendtipos;

b) Caracterizacao da variabilidade genética;

c) ldentificacdo de origem parental e teste de paternidade;

d) Identificacéo e protecao de cultivares;

e) Certificacdo de pureza genética;

f) Caracterizacdo de germoplasma;

g) Estudos de diversidade e distancia genética e;

h) Identificacdo e selecao para locos de caracteres quantitativos (QTL’s).

2.3.1 Marcadores Microssatélites

Marcadores microssatélites, ou repeticbes de sequéncias simples (SSR -
Simple Sequence Repeats), sao regibes de DNA que consistem de repeticdes em
tandem de pequenas unidades de 1 a 6 nucleotideos. Estas repeticbes estdo
distribuidas por todo o genoma eucarioto e podem ser analisadas por amplificacdes
utilizando a técnica de PCR. As sequéncias que flanqueiam um loco microssatélite
sdo conservadas dentro de uma espécie e, muitas vezes, entre espécies do mesmo
género. Estas sequéncias flanqueadoras sao utilizadas para o desenho de primers

visando amplificar locos microssatélites.
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Os marcadores microssatélites revelam polimorfismos individuais, devido a
variacdo no numero de repeticdes de um microssatélite (TAUTZ; RENZ, 1984;
SCHLOTTERER, 2000; VARSHNEY et al, 2002). Os microssatélites s&o
marcadores codominantes com alto nimero de alelos e grande heterozigosidade
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; VARSHNEY et al., 2002). Devido ao alto grau
de polimorfismo, tornaram-se os marcadores ideais para mapeamento genético,
estudos populacionais ou mesmo para selecdo assistida em programas de
melhoramento genético (CAIXETA et al., 2009).

Em espécies vegetais a presenca das repeticbes (AC)n e (AG)n foram
descritas pela primeira vez por Condit e Hubbell (1991). A procura por
microssatélites em bancos de dados sobre sequéncias de DNA de espécies de
plantas indicaram que a repeticdo (AC)n é geralmente menos frequente do que em
mamiferos, sendo o motivo (AT)n o mais encontrado. Segundo Caixeta et al. (2009),
a frequéncia dos microssatélites varia entre espécies tanto em termos de numero
absoluto de locos quanto na preferéncia de repeticao.

As diferentes repeticdes de microssatélites encontradas séo divididas em: a)
repeticbes perfeitas, quando ndo apresentam nenhuma interrupcéo; b) repeticoes
imperfeitas, quando s&o interrompidas por bases nao repetidas; c) repeticoes
simples, quando o microssatélite é formado por apenas uma repeticdo. As
repeticbes simples e compostas podem ser perfeitas ou imperfeitas; d) repeticbes
compostas, quando duas ou mais repeticbes de microssatélite estdo dispostas
adjacentes (TAUTZ; RENZ, 1984; WEBER; MAY 1989).

Apesar da ampla aplicabilidade dos marcadores microssatélites em plantas,
seu desenvolvimento permanece como um gargalo para a maioria das espécies,
especialmente para aquela com menor valor econémico. A grande limitacdo deste
marcador € a necessidade de serem isolados e desenvolvidos para cada espécie,
nao sendo possivel utilizar a estratégia de desenho de “primers
universais”(CAIXETA et al., 2009). No entanto, essa desvantagem é compensada
pela facilidade, eficiéncia e ampla potencialidade de pesquisas desenvolvidas apos a
sua obtencéo.

Existem disponiveis aproximadamente 3.000 marcadores microssatélites
desenvolvidos para espécies do género Arachis (HE et al., 2003, 2005;
MORETZSOHN et al., 2004, 2005, 2009; BRAVO et al., 2006; BUDIMAN et al.,
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2006; MARTINS et al., 2006; GIMENES et al., 2007; PROITE et al., 2007; CUC et
al., 2008; GUO et al.,, 2008; LIANG et al., 2009). No entanto, a maioria dos
marcadores desenvolvidos foram para o amendoim comum (A. hypogaea), devido a
sua utilizacdo e importancia econémica. A partir de estudos recentes, 25 locos foram
desenvolvidos para A. pintoi (PALMIERI et al., 2002; 2005; 2010). Estes locos
apresentaram elevados indices de polimorfismo e transferibilidade para acessos das
espécies A. repens, A. glabrata e A. hypogaea, 0 que permite sua utilizacdo para

estudos genéticos inter e intraespecificos.

2.3.2 Estudos moleculares no género Arachis

A variabilidade intraespecifica de gendtipos das espécies da seccao
Caulorrhizae e seccdo Rhizomatosae do género Arachis vem sendo bastante
pesquisada, através de estudos com marcadores moleculares do tipo microssatélite
e RAPD.

Marcadores RAPD j& foram utilizados em acessos da seccdo Caulorrhizae
com o objetivo de discriminar as duas espécies da seccdo. Segundo os autores, a
percentagem de fragmentos de amplificacdo compartilhados entre A. pintoi e A.
repens foi muito maior (74% do numero total de fragmentos detectados) do que
entre as trés formas de cultura do Apium graveolens que compartilham 68% dos
fragmentos de amplificacdo (YANG; QUIROS, 1993), e entre as quatro espécies do
género Hordeum, que compartilha quatro fragmentos (BUSTOS et al., 1998). A
separacdao de A. pintoi e A. repens em espécies distintas com base em estudos
moleculares é ainda discutivel (GIMENES et al., 2000).

Nobile et al. (2004) ao analisarem acessos da seccdo Rhizomatosae, por
meio de marcadores RAPD, verificaram que os acessos da espécie diploide (A.
burkartii) e tetrapléides (A. glabrata, A. nitida e A. pseudovillosa) foram agrupadas
separadamente, sugerindo que 0s acessos tetrapldides néo se originaram a partir da
espécie dipléide da mesma secc¢dao.

Carvalho et al. (2010) verificaram em um estudo de diversidade genética com
34 acessos de A. pintoi pertencentes ao germoplasma nos Estados Unidos,
utilizando marcadores RAPD, grande variabilidade genética dentro do germoplasma.

Angelici et al. (2008) utilizaram quinze locos microssatélites, sendo de trés
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diferentes espécies (A. hypogaea, A. pintoi e A. glabrata) no estudo de diversidade
genética em acessos da seccdo Rhizomatosae. Verificaram que além da
reprodutibilidade dos marcadores microssatélites, outra vantagem que eles
apresentam é a possibilidade de transferéncia entre as espécies pertencentes as
diferentes secc¢des (Arachis, Caulorrhizae e Rhizomatosae). Segundo os autores, 0s
marcadores microssatélites utilizados permitiram distinguir as espécies da secc¢éo
Rhizomatosae e a existéncia de alta variabilidade genética entre 0s acessos
estudados.

Estudos de diversidade genética em gendtipos do género Arachis utilizando a
transferibilidade de locos entre as espécies permitiram acessar a diversidade
molecular do germoplasma existente. Bravo et al. (2006) utilizaram 14 locos das
espécies A. hypogaea, A. pintoi e A. glabrata para analise genética dentro da seccdo
Arachis, verificaram alta variabilidade genética entre os acessos e todos os locos
amplificaram as espécies estudadas. Resultado semelhante foi encontrado por
Hoshino et al. (2006) no estudo de transferibilidade de locos de A. hypogaea, A.
pintoi e A. glabrata em 34 acessos das nove secc¢des do género. O sucesso na
transferibilidade pode ser decorrente da proximidade entre as espécies do género
Arachis.

Gimenes et al. (2007) também detectaram alta transferibilidade de
marcadores microssatélites desenvolvidos para A. hypogaea e utilizados em A.
pintoi. Palmieri et al. (2010) verificaram que pares de primers desenhados a partir de
A. pintoi mostraram total transferibilidade para a espécie A. repens. Leite (2008)
também verificou a transferibilidade de marcadores microssatélites desenvolvidos
para as espécies A. hypogaea e A. glabrata no estudo com gendtipos selecionados
de uma populacdo do hibrido intraespecifico (BRA 041122) da espécie A. pintoi. Os
resultados dessas pesquisas confirmam grande variacdo genética presente nos
genotipos de ambas as seccdes. Isso mostra a necessidade de desenvolver novos
trabalhos para conhecer melhor esses e novos acessos do germoplasma de

amendoim forrageiro.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

O estudo foi realizado com todos os 145 acessos de amendoim forrageiro
pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma localizado na Embrapa Acre (Tabela
1). Os acessos deste banco sdo conservados em vasos, em estufa agricola, e no
campo, em parcelas de 4 m?. O BAG tem atualmente 84 acessos de A. pintoi
(incluindo as cultivares Amarillo - MG100, Alqueire-1, Belmonte e BRS Mandobi), 23
acessos de A. repens, 16 acessos de A. glabrata (incluindo as cultivares Florigraze e
Arbrook), 1 acesso da espécie A. helodes, 17 hibridos interespecificos e

intraespecificos e 4 acessos ainda sem identificacdo da espécie.
3.2 Extracdo de DNA

Para a extragdo de DNA, foram coletadas folhas jovens em microtubos de 2
mL. O material foi armazenado em gelo até o0 momento da extracdo no Laboratorio
de Morfogénese e Biologia Molecular (LabMol) da Embrapa Acre. O DNA genémico
total foi extraido usando o protocolo descrito por Hoisington et al. (1994) modificado.
O DNA foi quantificado em agarose (1%).

3.3 Locos microssatélites

Dezessete marcadores microssatélites descritos na literatura por Palmieri et
al. (2002), (2005), (2010), Hoshino et al. (2006), Gimenes et al. (2007) foram
testados e otimizados quanto a temperatura de anelamento (Tabela 2). Desse
conjunto, quatro locos foram desenvolvidos com base em sequéncias especificas
para A. hypogaea (Ah), dez locos para A. pintoi (Ap) e trés para A. glabrata (Ag).

As reacoes de amplificagdo dos fragmentos de DNA foram feitas contento 7,5
ng de DNA gendmico; tampao 1x; 0,25 mM de dNTP’s cada; 0,25 mg/mL de BSA
(Albumina Sérica Bovina); 2,0 mM MgCl,; 0,8 uM de cada iniciador e 1 U de Taq

Polymerase (Invitrogen).
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*Codigo dos BRA Cdédigo dos BRA Cddigo dos BRA Codigo dos BRA Codigo dos BRA
acessos acessos acessos acessos acessos

Apl 014931 Ap61 030384 Apll4d 041475 Ar73 040088 ApxAp30 037346
Ap2 037036 Ap62 031526 Aplil5 041467 Ar75 037443 ApxAp37 Desconhecido
Ap4 039985 Ap63 040550 Apll6 041424 Ar76 014788 ApxAp56 035025
Ap5 039799 Apb4 013251 Apl18 Desconhecido Ar78 014770 ApxAp57 039080
Ap13 040894 Ap65 013251 Apl22 038900 Ar79 032361 ApxAp58 039128
Apl4d 030333 Ap66 031984 Apl23 030490 Ar81 040185 ApxAp83 Desconhecido
Apl6 039187 Ap68 040193 Apl24 Desconhecido Ar85 034363 ApxAp86 Desconhecido
Apl7 014991 Ap69 015121 Apl25 036561 Aro0 032492 ApXAr6 035068
Apl8 015083 Ap70 016683 Apl27 032441 Ar105 036862 ApxAr59 035076
Apl9 015253 Ar71 032280 Apl28 015598 Ar106 039179 ApxAr60 038857
Ap21 035114 Ap72 034193 Ap129 Desconhecido Arlll 042251 AppxAp77 038911
Ap25 032344 Ap74 016357 Apl31 Desconhecido Ag34 Desconhecido | AppxApll2 038903
Ap26 032409 Ap80 022683 Apl32 042188 Ag36 Desconhecido Ah96 041131
Ap27 032450 Ap82 031135 Apl34 031577 Ag97 Desconhecido Ax12 Desconhecido
Ap28 034142 Ap84 036544 Apl38 Desconhecido Ag98 017531 Ax20 Desconhecido
Ap29 035122 Ap87 034355 Apl40 020401 Agl107 032514 Ax40 Desconhecido
Ap33 031909 Ap88 032433 Aplal 034100 Agl108 037745 Ax117 Desconhecido
Ap35 040223 Ap89 030392 Apl42 030465 Agl119 040126
Ap38 033481 Ap9l 031895 Apl43 Desconhecido Ag120 Desconhecido
Ap39 012122 Ap92 030872 Apla4 033375 Agl21 Desconhecido
Ap4l 014982 Ap93 030899 Apl45s 030635 Ag126 012084
Ap42 030325 Ap94 030945 Ar3 033260 Ag130 036331
Ap43 039195 Ap95 030929 Arl5 029220 Ag133 037826
Ap44 030601 Ap99 Desconhecido Ar22 032352 Ag135 034576
Ap45 030635 Apl00 042242 Ar23 034436 Agl36 020575
Ap46 031097 Apl101 015121 Ar24 032379 Agl137 035840
Ap47 031275 Ap102 015580 Ar31l 032387 Ag139 037192
Ap48 031461 Ap103 031143 Ar32 032280 ApxAp7 035017
Ap49 031828 Apl04 Desconhecido Ar53 012106 ApxAp 8 035041
Ap50 034100 Ap109 042170 Ar54 029190 ApxAp 9 035009
Ap51 039772 Ap110 034347 Ar55 029203 ApxApl10 Desconhecido
Ap52 040045 Apl13 041483 Ar67 012114 ApxApll 035033

*Os codigos Ap (Arachis pintoi); Ar (Arachis repens); Ag (Arachis glabrata); Ah (Arachis helodes); ApxAp (Arachis pintoi x Arachis pintoi); ApxAr (Arachis pintoi x Arachis
repens); AppxAp (Arachis appressipila x Arachis pintoi); Ax (sem identificagdo) correspondem as espécies estudadas.
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Ta Amplitude Ta Amplitude
Loco Sequéncia do Iniciador (5’ - 3’) ©C) Alélica Loco Sequéncia do Iniciador (5’ - 3’) ©0) Alélica
(pb) (pb)
**rxAh6-125 F: TCGTGTTCCCGATTGTCC 48,2 170-194 ek Ap164 F: TGGTGGAATTGCAGAGAAC 50,0 213
R: CAAACCCAAACACACGTCAC R: GATTCAGGCTGCAGATGGAC
*xxANT F: CAGAGTCGTGATTTGTGCACTG 52,1 97-122 *Apl66 F: CGGCAGTCAACGAAGCTAT 55,0 200
R: ACAGAGTCGGCCGTCAAGTTA R: TCGCCAAAGGTTAGATTGC
*rrxAh21 F: CTTGGAGTGGAGGGATGAAA 57,3 100-135 *Apl75 F: CCAATAGGCTAATTCAGAAGG 55,4 174-230
R: CTCACTCACTCGCACCTAACC R: GCCTTATTTTGCGACTGAGG
**xxAh282 F: GCCAAACACACCACATTTCA 55,4 173-202 *Apl76 F: CCAACACAGGGCTTACCAAG 50,0 194-246
R: GGCTCCAATCCCAAACACTA R: TCACCGATCCCACTTTTCC
***Ap10 F: GAGGGAGTGAGGGGTTTAG 52,0 144 *Apl187 F: TTCGTCATCGTCGTCGTTC 55,0 179
R: ATCCCCACCCCTTCTTT R: GTGGTGATGATGACGCAGAA
R AP18 F: TGCAGCCCACTGTATATTCG 52,0 200 *»**Ag39 F: TGTAGTCAGCTGCTCCAAAA 52,1 150-190
R: TACACAGCGTAACAACTTATTTAGTG R: ATGAAAGTTCACTTGAGCAAA
xR AP32 F: ATAGGGAGAAGGCAGGGAGA 48,0 150-170 ***Ag140 F: TGACCGTTGGGGTTTTG 57,3 164-191
R: GATCATGCTCATCATCAACACC R: CAAACCCAAACACACGTCAC
R AP4S F: TGTGCACACTCAGACTCAACA 50,0 185 »**Agl71 F: TGACCGTTGGGGTTTTG 48,2 164-196
R: TTTAGCCTAGAGCCGAATTCAC R: CAAACCCAAACACACGTCAC
*Ap152 F: AGAGGATGCAGCGAGTAGA 58,5 259-322

R: CTGGCCAATTCCTATGATCG

*PALMIERI et al. (2002); *PALMIERI et al. (2005); **HOSHINO et al. (2006); ****GIMENES et al. (2007); e *****PALMIERI et al. (2010)
Sequéncias especificas para Arachis hypogaea (Ah), Arachis pintoi (Ap) e Arachis glabrata (Ag)
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As amplificagbes foram realizadas em termociclador (Analitikiena). As etapas
de amplificacdo consistiram em: 94 °C por 1 minuto, seguido de 30 ciclos de 94 °C
por 1 minuto, temperatura de anelamento definida para cada iniciador (Tabela 2) por
1 minuto a 72 °C, e uma fase final de extensdo de 72 °C por 5 minutos. Os produtos
amplificados foram visualizados em gel de agarose (3%).

A eletroforese para genotipagem dos locos foi realizada em gel de
poliacrilamida desnaturante (5%). A coloracdo do gel foi realizada utilizando-se
nitrato de prata, segundo o protocolo proposto por Creste et al. (2001). A
interpretacdo dos fragmentos amplificados foi realizada visualmente por meio de
comparacao com marcador de peso molecular padréao (Life Technologies).

3.4 Andalises estatisticas

A andlise dos dados foi realizada considerando-se os 145 acessos do banco
de germoplasma e por espécie (A. pintoi, A. repens e A. glabrata). Foram estimados
0s seguintes parametros de diversidade genética: Heterozigosidade Observada (Ho),
Heterozigosidade Esperada (Hg), Niumero de Alelos (N) por Loco e o Conteudo de
Polimorfismo (PIC) pelo programa Tools for Population Genetic Analyses - TFPGA
versdo 1.3 (MILLER, 1997). O numero médio de alelos por loco foi obtido pela
divisdo do numero total de alelos pelo niumero total de locos.

Valores do conteudo de polimorfismo (PIC) foram calculados estimando a

informatividade do marcador de acordo com a equacao de Botstein et al. (1980):

n ) n-—1 n 5 2
PIC=1—Efi—E' E 211
=1 i=1 j=i+1

onde f; € a frequéncia do i-ésimo alelo, f; € a frequéncia do j-ésimo alelo e a soma
se estende ao longo de n alelos. Para comparar a eficiéncia dos marcadores na
identificacdo de variedades, poder de discriminacdo (DP) foi estimado para cada

loco baseando-se na féormula,
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onde N € o nimero de individuos e p; € a frequéncia do j-ésimo padréo (TESSIER et

al.,1999).

A analise com os 145 acessos inclui gendtipos poliploides de A. glabrata.
Assim, a genotipagem foi feita com base na presenca (1) e auséncia (0) de bandas,
gerando uma matriz binéria. As distancias genéticas foram calculadas utilizando-se a
distancia de Nei (1978) obtida pelo programa TFPGA versao 1.3 (MILLER, 1997) e
usada na construcdo de dendrograma no programa NTSYS versdo 2.1 (ROHLF,
1993), pelo critério de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
na Arithmetic Mean). A consisténcia dos agrupamentos foi testada pelo
procedimento de reamostragem utilizando 10.000 bootstraps, com auxilio do
software BOOD (COELHO, 2002).

A consisténcia do dendrograma foi avaliada pela correlacdo cofenética entre
as distancias representadas pelo dendrograma e as distancias genéticas originais
entre os pares de acesso. A significancia dessa correlagéo foi testada pelo teste de
Z de Mantel, utilizando-se 10.000 permutacdes aleatorias.

Para verificar a organizacdo genética desta colecdo foi empregado o método
bayesiano do software STRUCTURE versao 2.3 (PRITCHARD et al.,, 2000). Essa
andlise considera a separacdo do numero total de individuos analisados em
agrupamentos (clusters), atribuindo-lhes um valor K que representa o nimero de
pools génicos diferentes, assumindo equilibrio de Hardy-Weinberg e auséncia de
desequilibrio de ligacdo entre os locos analisados dentro de cada populacédo. Dessa
forma, sdo definidos os agrupamentos de individuos que compartilham o mesmo
pool génico, sem a necessidade da informacéo prévia sobre sua origem.

O programa foi executado com numero de total dos acessos estabelecidos,
com K variando de 1 a 12. Foram executadas cinco simulacfes independentes para
cada K, usando o modelo “admixture”, frequéncias alélicas independentes, 10.000
burn-in e 10.000 de MCMC (Markov Chain Monte Carlo). A determinacdo do niumero
K mais provavel foi realizada utilizando valores de AK segundo Evanno et al. (2005),
pelo aplicativo Structure Harvester v. 0.6.5 (EARL, 2012). A atribuicdo dos acessos
dentro dos grupos foi realizada de acordo com a probabilidade de cada individuo

pertencer a cada um dos grupos.
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A relacdo entre os acessos foi verificada pela Andlise de Coordenadas
Principais (PCoA), utilizando a mesma matriz de distancia genética de Nei (1978)
obtida pelo programa TFPGA, no software Darwin versdo 5.0.158 (PERRIER;
JACQUEMOUND - COLLET, 2006). A andlise de cluster foi realizada usando o
meétodo de Neighbor-Joining (NJ).

A fim de verificar a variacdo dentro da seccdo Caulorrhizae e auxiliar o
programa de melhoramento de amendoim forrageiro da Embrapa Acre, os dados de
A. pintoi e A. repens foram analisados separadamente como dados codominantes
para todas as andlises citadas. As distancias genéticas foram calculadas utilizando a
distancia modificada de Rogers (1978) (GOODMAN; STUBER, 1983). O software
CoreFinder 1.0 (POLICRITI; SGARRO, 2011) foi utilizado para determinar a colecéo

nuclear.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise dos Microssatélites

Dentre os 17 microssatélites testados, 10 locos (58,8%) detectaram
polimorfismo e produziram bandas definidas (Figura 3 e Tabela 3). Os demais locos

foram monomorficos ou inespecificos (41,2%), com o mesmo perfil apresentado em
estudos anteriores (HOSHINO et al., 2006; ANGELICI et al., 2008; PALMIERI et al.,
2010).

b R~
Figura 3 — Perfil do loco Apl176 em gel de poliacrilamida (5%) com 27 acessos de
amendoim forrageiro.

Na analise com todos os acessos do BAG, observou-se um total de 164
alelos, com fragmentos que variaram de 97 pb (Ah7) a 322 pb (Apl152), conforme
Tabela 2. O numero de alelos variou de 11 (Ag140) a 25 (Ap175 e Ag39), com uma
média de 16,4 alelos por loco (Tabela 3). Na andlise por espécie, foram observados
129 alelos nos acessos de A. pintoi, 81 em A. repens e 77 em A. glabrata. O menor
namero de alelos encontrado para A. glabrata pode ser decorrente da genotipagem
de apenas 16 acessos da espécie.

Palmieri et al. (2010) utilizaram 20 locos microssatélites e encontraram 196
alelos em 33 acessos de A. pintoi e 10 de A. repens, com média de 9,8 alelos por
loco. Angelici et al. (2008) encontraram um total de 249 alelos, utilizando 15 locos e
77 acessos da seccao Rhizomatosae. O maior numero de alelos encontrados por

esses autores pode estar relacionado ao maior nimero de locos utilizados.
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Tabela 3 - Caracterizacao dos locos utilizados em niumero de alelos por loco (N); Heterozigosidade esperada (Hg); Heterozigosidade
observada (Ho), poder discriminatério (DP) e o contetdo de polimorfismo (PIC) para os 145 acessos e para as espécies
Arachis pintoi, Arachis repens e Arachis glabrata

Loco Total de acessos (145)* Arachis pintoi (84)* Arachis repens (22)* Arachis glabrata (16)*
N He Ho PIC DP N He Ho PIC DP N He Ho PIC DP | N He Ho PIC DP
Ah6-
125 13 0,37 0,26 0,37 0,55 12 0,33 0,27 0,33 0,51 3 023 025 022 041 4 0,74 031 0,71 091
Ah7 16 0,79 030 0,79 0,88 14 0,75 0,26 0,74 0,80 7 0,74 042 072 086 | 10 087 0,25 0,84 0,93
Ah 21 14 0,85 0,27 0,84 0,93 12 0,84 0,30 0,84 0,92 8 0,73 0,17 0,71 081 8 0,73 0,19 0,71 0,99
Ah282 12 0,78 082 0,78 0,87 11 0,76 0,80 0,76 0,84 6 0,76 1,00 0,74 076 | 10 082 056 0,79 0,97
Ap 152 16 090 043 0,89 0,97 11 0,89 041 0,89 0,96 8 0,84 058 082 0,95 9 0,80 056 0,78 0,85
Ap 175 25 0,86 042 0,85 0,95 23 0,89 046 0,88 0,97 12 056 033 054 0,67 6 0,51 0,25 0,5 0,99
Ap 176 18 090 0,35 0,90 0,95 16 0,88 0,30 0,88 0,94 12 091 0,75 0,89 0,96 3 0,33 0,19 0,32 0,34
Ag39 25 092 0,35 0,92 0,99 22 0,92 0,27 0,92 0,98 17 094 063 092 09 | 11 0,74 044 0,72 0,99
Ag140 11 051 0,12 0,51 0,58 3 0,45 0,07 0,44 0,52 4 0,23 0,08 023 031 9 084 05 082 0,99
Agl71 14 047 013 047 057 5 0,39 0,12 0,39 049 4 0,16 0,08 0,16 0,24 7 0,52 0,19 0,5 0,99
Total 164 129 81 77

Média 64 073 035 073 o082 129 071 033 0,71 0,79 81 061 043 060 069 |77 069 034 067 0,90

*nimero de acessos utilizados para cada analise.
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Verificou-se variagdo no nivel de polimorfismo entre os locos polimorficos. Os
valores de PIC variaram de 0,37 (Ah6-125) a 0,92 (Ag39), com um valor médio de
0,73 considerando os dez locos e os 145 acessos do BAG (Tabela 3). Os valores
médios de PIC para os acessos de A. pintoi, A. repens e A. glabrata foram 0,71, 0,60
e 0,67, respectivamente. Do total de dez locos utilizados, oito locos apresentaram
valores de PIC superiores a 0,5. Segundo a classificagao definida por Botstein et al.
(1980), marcadores com valores de PIC superiores a 0,5 sdo considerados
altamente informativos.

As sequéncias microssatélites estdo presentes tanto em regibes codificantes
como nédo codificantes e podem ser encontradas no genoma nuclear ou de
organelas (TOTH et al., 2000; LI et al., 2002; MORGANTE et al., 2002). O loco
Apl76 foi altamente informativo e apresentou 92% de identidade e 90% de
similaridade com uma sequéncia (GW937987.1) de mRNA isolada de uma biblioteca
de cDNA de raiz de A. duranensis. Anteriormente, Palmieri et al. (2010) verificaram
que o loco Apl76 apresentou similaridade para a enzima lipoxigenase (41% de
identidade, 47% de similaridade). Assim, o loco esta intimamente relacionado com a
expressdo de genes e pode ser classificado como um marcador funcional
informativo.

Dentre os locos polimorficos, o loco Ag39 destacou-se por apresentar o maior
valor de PIC quando analisado em todos os acessos, em A. pintoi e A. repens. A
sequéncia que deu origem ao marcador foi desenvolvida a partir de A. glabrata e
apresenta 100% de similaridade e 94% de identidade com uma sequéncia de A.
hypogaea (DQ099178.1), depositada no GenBank no National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Na andlise de Blast, observou-se que as regiées
flanqueadoras da repeticdo microssatélite sdo conservadas e ha variacdo no motivo
repetido.

A conservacao de sitios microssatélites entre espécies ou mesmo entre géneros
torna possivel a utilizacdo de marcadores entre espécies relacionadas. Essa
caracteristica de transferibilidade € condicionada por homologia de sequéncias de
DNA entre espécies relacionadas. No presente estudo, verificou-se que
independentemente da espécie (A. hypogaea, A. glabrata ou A. pintoi) a partir da
gual o loco foi desenvolvido, todos os locos utilizados foram amplificados nas

diferentes espécies estudadas.
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O loco que apresentou a menor transferibilidade foi desenvolvido para A.
hypogaea (Ah21) e apresentou 81,81% de amplificacdo nos acessos de A. repens.
Os locos Ah282, Ah6-125, Ah7 e Ag39 apresentaram 100% de transferibilidade para
0s acessos de A. repens. Para a espécie A. glabrata, a menor taxa de amplificacao
(93,75%) foi verificada nos locos Ah21 e Apl75, e ainda, 100% de transferibilidade
para os locos Ah282, Ah7, Apl152, Ah6-125 e Apl76. Nos acessos de A. pintoi, a
menor taxa de amplificacdo heteréloga (82,14%) entre os genotipos foi verificada no
loco Ag39, e a maior (98,81%) foi verificada nos locos Ah6-125 e Ah7. Esses
resultados comprovam a eficiéncia da transferibilidade de marcadores
microssatélites em espécies do mesmo género.

Leite (2008) verificou que o loco Ah7 desenvolvido para A. hypogaea e os locos
Ag39, Agl140 e Agl71 desenvolvidos para A. glabrata apresentaram transferibilidade
para a espécie A. pintoi. O estudo realizado por Koppolu et al. (2010), com 101
marcadores microssatélites, desenvolvidos a partir de sequéncias de A. hypogaea,
detectaram uma taxa de transferibilidade para a seccédo Arachis de 81% e cinco
marcadores mostraram 100% de taxa de amplificacao.

Os valores de DP para todos os acessos do BAG variaram de 0,55 a 0,99, com
uma média de 0,82 (Tabela 3). Para os acessos das espécies A. pintoi, A. repens e
A. glabrata, os valores de DP variaram de 0,49 a 0,98, 0,24 a 0,95 e 0,34 a 0,99,
respectivamente, com os valores médios de 0,79, 0,69 e 0,90, respectivamente.
Verificou-se que os valores encontrados para DP para a maioria dos locos foram
altos, demonstrando assim, o grau de informatividade destes locos e seu potencial
para a analise de diversidade genética.

As heterozigosidades esperadas foram altas para a maioria dos locos, e
variaram de 0,37 a 0,92, considerando todos o0s acessos. As médias de
heterozigosidade esperada com todos os gendtipos, A. pintoi, A. repens e A.
glabrata foram de 0,73, 0,71, 0,61 e 0,69, respectivamente, e foram moderadamente
altas. Os valores médios de heterozigosidade observada (Ho) para todos os
acessos, A. pintoi, A. repens e A. glabrata foram de 0,35, 0,33, 0,43 e 0,34,
respectivamente. Os baixos valores de heterozigosidade observada eram
esperados, pois o género Arachis é citado como autégamo, com pequenas
populacbes limitando a troca de material genético entre as espécies
(KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994). Baixos valores de heterozigosidade observada
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foram também detectados em outros trabalhos com espécies do género Arachis
(BRAVO et al., 2006; HOSHINO et al., 2006).

Somente o loco Ah282 apresentou o valor de heterozigosidade observada maior
gue a esperada para os 145 acessos, e para 0s acessos de A. pintoi e A. repens. Tal
fato pode ser resultado da ocorréncia de cruzamentos entre diferentes acessos no
habitat natural antes da coleta e a heterozigosidade foi posteriormente mantida
devido a propagacao vegetativa na conservacao dos acessos em campo. Valores de
heterozigosidade observada maiores que a esperada também foram verificados em
estudos de diversidade genética na seccdo Caulorrhizae (PALMIERI et al., 2005,
2010).

4.2 Agrupamentos e diversidade genética do BAG de amendoim forrageiro

Com base na distancia genética de Nei (1978) os acessos foram agrupados
pelo método UPGMA (Figura 4). A menor distancia (0,0062) foi observada entre os
acessos Arl05 e Arl06 e a maior (0,2918) entre os acessos Agl26 e ApxAr6. Os
baixos valores de distdncias genéticas mostram alta similaridade entre os acessos
do BAG, porém sem acessos em duplicata.

Os baixos valores de distancia genética em acessos de amendoim foram
relatados em outros estudos. Palmieri et al. (2010) verificaram distancias genéticas
variando de 0,064 a 0,566. Shoba et al. (2010) identificaram em um estudo com
amendoim comum (A. hypogaea) com marcadores microssatélites distancias
genéticas de 0,0 a 0,46.

No agrupamento pelo método UPGMA realizou-se um corte de forma
subjetiva considerando uma distancia genética de 0,135 conforme a Figura 4.
Analisando os diferentes grupos formados verificou-se que ndo houve um padrdo de
agrupamento por espécie. Entretanto, foi possivel observar um grupo maior com a
seccao Caulorrhizae. O primeiro grupo foi formado por 126 acessos, sendo 84
acessos de A. pintoi, 21 de A. repens, 12 hibridos intraespecificos de A. pintoi
(ApxAp), dois hibridos interespecificos de A. pintoi com A. repens (ApxAr), dois
hibridos interespecificos de A. pintoi com A. appressipila (AppxAp), um acesso da

espécie A. helodes e quatro acessos com espécies nao identificadas.
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O segundo grupo foi formado por apenas um acesso de A. repens (Ar32).
O terceiro grupo foi formado por dois acessos (Agl30 e Agl39) de A. glabrata. O
quarto grupo foi formado por apenas um hibrido interespecifico de A. pintoi x A.
repens (ApxAr6). O quinto grupo foi formado por seis acessos, sendo cinco da
espécie A. glabrata e um acesso de espécie ndo identificada (Ax117).

O sexto e sétimo grupos foram formados por apenas um acesso cada,
sendo o Ag36 e Ag97, respectivamente. O oitavo grupo foi formado por dois acessos
Agl19 e Ag120. O nono grupo foi formado somente pelo acesso Ag34. O décimo
grupo foi formado por dois acessos, sendo eles 0 Ag136 e Ag133. O décimo primeiro
e décimo segundo grupos foram formados por apenas um acesso cada, sendo
Agl1l07 e Agl26, respectivamente.

Segundo Menezes (2012), a ocorréncia de grupos com apenas um genotipo
evidencia a ampla diversidade, jA que os genétipos em grupos unitarios sdo mais
dissimilares em relagdo ao conjunto.

N&o houve um padrdo de agrupamento nas espécies A. pintoi e A. repens. No
entanto, mesmo ocorrendo a formacéo de grupo com ambas as espécies observa-se
que existem subgrupos. E possivel observar a formagdo de subgrupos com apenas
acessos de A. pintoi ou de acessos de A. repens. JA os acessos de A. glabrata
apresentaram diversidade suficiente para formar grupos isolados, ndo havendo a
formacao de grupos com a presenca das espécies A. pintoi, A. repens e A. glabrata.
Verificou-se também que alguns acessos de A. glabrata eram tao dissimilares que
formaram grupos isolados.

A partir da analise do dendrograma é possivel obter uma visdo geral da
diversidade genética dos 145 acessos do banco ativo de germoplasma de
amendoim forrageiro localizado na Embrapa Acre. Os marcadores microssatélites
utilizados foram eficientes na discriminacdo dos acessos em estudo.

A dissimilaridade entre os acessos das sec¢fes Caulorrhizae e Rhizomatosae
para a formacdo de grupos distintos corrobora estudos anteriores. O estudo
realizado por Krapovickas e Gregory (1994) sobre a divisdo taxon6mica do género
Arachis em seccg0es, verificaram que 0s acessos pertencentes a cada secg¢ao foram
determinados com base nas relagdes filogenéticas, similaridade morfologica,
compatibilidade de cruzamentos interespecificos, numero e morfologia

cromossOmica.
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Figura 4 — Dendrograma com o0s 145 acessos de amendoim forrageiro obtido pelo
método UPGMA, utilizando-se a distancia de Nei (1978) com 10 locos
microssatélites. As barras laterais sdo referentes aos agrupamentos obtidos pelo
programa STRUCTURE para K = 2.
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Do ponto de vista citogenético, a principal diferenca observada esta
relacionada ao numero de cromossomos. A seccdo Caulorrhizae apresenta o
namero de cromossomo de 2n=20 (dipldides) e a seccdo Rhizomatosae de 2n=40
(tetraploides) para a espécie A. glabrata (FERNANDEZ; KRAPOVICKAS, 1994,
LAVIA, 1998, PENALOZA; VALLS, 1999; PENALOZA, 2005).

Gimenes et al. (2002) utilizaram alguns acessos de varias sec¢cfes do género
Arachis e marcadores AFLP. Os acessos de A. pintoi e A. repens (Caulorrhizae)
ficaram no mesmo grupo e o acesso da espécie A. glabrata da seccéo
Rhizomatosae ficou em grupo separado, evidenciando a dissimilaridade entre estas
seccoes.

O coeficiente de correlagdo cofenética (rer) entre a matriz de distancia
original e a matriz cofenética foi de (0,85), evidenciando que o dendrograma
forneceu alta representacdo das relacdes genéticas expressadas pelas distancias
genéticas obtidas para o conjunto original dos dados.

Na analise bayesiana implementada pelo programa STRUCTURE
verificou-se que o maior valor de delta K foi para K=2 (Figura 5), evidenciando a
diferenciacdo genética dos 145 acessos de amendoim forrageiro em dois grupos
distintos (Figura 6).

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

80+ \

60+ \

Delta K
B
[=)
-~

201

Figura 5 — Grafico de delta (K) com K=2, obtido a partir da analise no programa
STRUCTURE com aplicagédo do modelo de Evanno et al. (2005) em 145 acessos de
amendoim forrageiro pertencentes ao BAG da Embrapa Acre.
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representado pela cor vermelha; grupo 2 representado pela cor verde.
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Comparando os dados da andlise bayesiana determinada pelo STRUCTURE
com o agrupamento UPGMA, é possivel notar que houve grande correspondéncia
entre os grupos formados. Os dois agrupamentos encontrados correspondem
também as seccbes Rhizomatosae (representado pela cor vermelha) e Caulorrhizae
(representado pela cor verde).

O acesso de espécie nao identificada (Ax117) foi alocado no pool génico
representado em vermelho junto com os acessos da espécie A. glabrata. No
dendrograma (Figura 4), este acesso também agrupou com acessos de A. glabrata.
A partir de uma breve caracterizacdo morfolégica no BAG, observou-se que este
acesso apresenta caracteristicas morfologicas semelhantes a espécie A. glabrata
(formato dos foliolos e crescimento por rizoma), o que pode ser um indicativo para
posteriormente classificar sua espécie. Vale salientar que deve-se fazer estudo
detalhado visando a classificacdo correta deste acesso a nivel de espécie.

O pool génico representado pela cor verde (Figura 6) agrupou 84 acessos de A.
pintoi, 22 A. repens, 12 hibridos intraespecificos e quatro hibridos interespecificos,
um acesso de A. helodes, um acesso de A. glabrata e quatro acessos com espécies
nao identificadas. Este pool foi correspondente ao grupo 1 do dendrograma, com
excecao do acesso Agl39. Este acesso € intermediario e compartilha a mistura dos
dois pools (Figura 6). No grupo representado pela cor vermelha existem todos o0s
acessos da espécie A. glabrata.

A analise de Coordenadas Principais - PCoA mostrou a associacdo entre 0s
acessos de forma multidimensional e evidenciou a formagao de nove grupos (Figura
7). As duas primeiros coordenadas principais representaram 19,55% da variacao
encontrada.

Pela dispersdo grafica da analise de Coordenadas Principais e Neighbor-
Joining - NJ (Figura 8) verificou-se que os acessos de A. glabrata identificados pela
cor vermelha apresentaram-se muito divergentes em relacdo aos demais acessos.
Esses resultados corroboram os grupos formados pelo dendrograma obtido pelo
método UPGMA, onde os acessos de A. glabrata formaram grupos isolados e
evidenciaram a dissimilaridade em relacdo aos demais acessos das outras espécies.
O maior grupo formado nas analises de NJ e PCoA correspondeu ao grupo 1

formado no dendrograma.
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Com base nos diferentes métodos estatisticos utilizados, verificou-se que o
acesso (Ar32) e o hibrido interespecifico de A. pintoi e A. repens (ApxAr6)
apresentaram alta dissimilaridade em relacdo aos demais acessos da seccao
Caulorrhizae. No dendrograma esses acessos formaram grupos isolados. E na
andlise NJ verificou-se que os acessos (Ar32) e (ApxAr6) apresentaram maior
distancia genética em relagdo aos demais acessos da secgao.
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Allcochete et al. (2008) compararam a analise bayesiana gerada pelo
STRUCTURE com o dendrograma baseado no meétodo Neighbour-Joining. Os
autores concluiram que ambas as analises foram adequadas para avaliar a
diversidade genética existente e demonstraram alta correspondéncia entre elas.
Silva (2011) ao estudar a diversidade genética em 500 acessos de feijoeiro, também
observou correspondéncia entre os agrupamentos do programa STRUCTURE com o

meétodo de agrupamento de UPGMA.

4. 3 Diversidade genética da seccao Caulorrhizae

Observou-se na analise de alelos privados um total de 65 alelos distribuidos
para as duas espécies. Treze alelos (20,3%) eram exclusivos de A. pintoi, dois
alelos (3,1%) foram encontrados apenas em acessos de A. repens e 50 alelos
(78,1%) foram compartilhados entre as duas espécies. Valores muito préximos foram
encontrados por Gimenes et al. (2000) com marcadores RAPD ao verificar 74% do
ndamero total de fragmentos foram compartilhados entre A. pintoi e A. repens.
Verifica-se que as espécies A. pintoi e A. repens apresentam relacfes genéticas
muito proximas.

Palmieri et al. (2010) obtiveram 99 (49%) alelos exclusivos em A. pintoi, 21
(10,7%) alelos exclusivos em A. repens e 79 (40,3%) foram compartilhados entre as
duas espécies. Porém neste trabalho, foram analisados outros locos microssatélites
e que foram desenvolvidos a partir de sequéncias especificas de A. pintoi
(PALMIERI et al., 2010).

Os dados genotipicos dos 106 acessos de amendoim forrageiro da secc¢ao
Caulorrhizae foram utilizados para estimar as distancias genéticas, através da
Distancia Modificada de Rogers. A menor distancia (0,16) foi observada entre o0s
acessos Apl09 (A. pintoi) e o Arl06 (A. repens). Por sua vez, a maior distancia
genética (0,96) foi observada entre os acessos Apl28 (A. pintoi) e Arl05 (A.
repens). De acordo com o dendrograma obtido (Figura 9) foi possivel verificar a
variabilidade entre os acessos de A. pintoi e A. repens, porém sem a estrutura de

diferenciacdo genética que possibilite a formacao de grupos definidos.
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Figura 9 - Dendrograma com os 106 acessos de amendoim forrageiro obtido pelo

método UPGMA, utilizando-se a distancia modificada de Rogers e 10 locos
microssatélites. As barras laterais séo referentes ao pool génico determinado pelo

programa STRUCTURE para K
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Resultados similares foram encontrados por Perseguini et al. (2011) ao estimarem a
diversidade presente em 60 gendtipos de feijoeiro comum (Carioca) com 70
marcadores microssatélites. Os autores obtiveram valores de distancia genética
entre 0,37 e 0,63 e verificaram baixa estruturacdo genética sem grupos bem
definidos.

Na andlise bayesiana pelo programa STRUCTURE, verificou-se que o valor
de K mais provavel foi K=2 (Figura 10). Verificou-se a separagdo dos acessos de A.
pintoi e A. repens em dois grupos com pouca mistura gendmica entre 0S acessos
(Figura 11).

A relacéo entre os acessos de A. pintoi e A. repens também foi verificada pela

analise de coordenadas principais (PCoA). A dispersédo grafica dos 106 acessos no

espaco multidimensional pode ser observada na Figura 12.

DeltakK = mean(|L"(K)]) / sd(L(K))
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Figura 10 - Valor de delta (K) com destaque para (K)=2 grupos, obtido a partir da
analise no programa STRUCTURE com aplicacdo do modelo de Evanno et al.
(2005) em 106 acessos de Arachis pintoi e Arachis repens do BAG da Embrapa

Acre.

O grupo | (vermelho) agrupou 62 acessos, sendo 44 de A. pintoi e 18 de A.
repens. Neste grupo verificou-se que 20,97% dos acessos apresentaram mistura
gendmica, entre eles onze acessos da espécie A. pintoi e dois da espécie A. repens
(Ar76 e Ar31). O grupo Il (verde) incluiu 44 acessos, sendo 40 de A. pintoi e quatro

de A. repens. Verificou-se neste grupo que 13,64% apresentaram mistura gendémica,
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entre eles quatro foram da espécie A. pintoi (Ap48, Apl8, Ap74 e Apl32) e dois da
espécie A. repens (Arl06 e Arl05).
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Figura 11 - Representacdo dos 106 acessos da seccdo Caulorrhizae de acordo com a analise bayesiana do programa

2): grupo 1 representado pela cor vermelha; grupo 2

STRUCTURE. Os acessos avaliados foram divididos em 2 grupos (K

representado pela cor verde.
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Figura 12 - Representacdo gréfica dos 106 acessos de Arachis pintoi e Arachis repens com base na Analise de Coordenadas

Principais. As cores estdo de acordo com a formagé&o dos grupos gerados pelo programa STRUCTURE, considerando o K=2.
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De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que ndo houve um padrao
de agrupamento com base nas espécies A. pintoi e A. repens. No entanto, mesmo
ocorrendo a formacéo de grupos com ambas as espécies € possivel observar que a
maioria dos acessos da espécie A. repens ficaram reunidos em um mesmo pool
génico (grupo I). Os demais acessos de A. repens foram agrupados no outro pool
génico e somente dois acessos apresentaram padrdes intermediarios (Arl06 e
Ar105).

Estudo de filogenia molecular nas espécies das seccbes do género Arachis
confirmou natureza monofilética dos acessos das espécies A. pintoi e A. repens da
seccao Caulorrhizae (FRIEND et al., 2010). Portanto, 0os acessos devem apresentar
genomas muito semelhantes, pois possuem um mesmo ancestral comum e origem a
partir do mesmo pool genético. Adicionalmente, ainda ndo foi comprovada a
existéncia de hibridos interespecificos férteis entre as duas espécies (OLIVEIRA;
VALLS, 2002; 2003).

Um estudo citogenético realizado recentemente com o hibrido interespecifico
de A. pintoi x A. repens (10538) e seus progenitores verificou que 0s acessos de A.
pintoi, A. repens e o hibrido apresentaram alto percentual para viabilidade do gréo
de polen, sendo de 97,43%, 99,4% e 97,53%, respectivamente (PUCCIARIELLO et
al., 2013). O emparelhamento e a segregacdo dos cromossomos na meiose foram
normais. Portanto, a auséncia de producdo de semente ndo é devido a
irregularidades meidticas. Uma possivel causa para a auséncia de producao de
semente pode estar associada a presenca de pélos longos e densos na superficie
estigmatica (LU et al., 1990; PENALOZA, 1995; ASSIS, et al., 2009).

A similaridade entre acessos de ambas as espécies foi verificada em estudos
de caracterizacdo morfoldgica, agrondmica, bromatologica e molecular (ASSIS et al.,
2009; PALMIERI et al., 2010; MENEZES et al. 2012).

Assis et al. (2009) realizaram a caracterizacdo da pilosidade da superficie
estigmatica e verificaram a formacdo de quatro grupos, obtidos pelo método de
Tocher baseado na distancia de Mahalanobis. Destes grupos, trés agruparam
acessos das duas espécies.

Menezes et al. (2012) no estudo de caracterizagdo agronOmica e
bromatoldgica na seccdo Caulorrizae verificaram a formacdo de seis grupos pelo

método de Tocher, baseado na distdncia de Mahalanobis. Os autores verificaram
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também que ndo houve um padrdo de agrupamento com base nas espécies. Dos
seis grupos formados, quatro foram constituidos por gendtipos de A. pintoi e A.
repens.

Corroborando com este estudo, Menezes et al. (2012) também verificaram um
grupo contendo os acessos Ar53, Ar55, Ap63, Ap4l, Ap42 e Ap4. Além disso, o
acesso Arl5 aproximou-se do grupo de acessos de A. pintoi, 0 que reitera a
proximidade deste acesso de A. repens com A. pintoi.

Na analise de PCoA, houve uma divisdo dos acessos nos dois primeiros eixos
e apresentou 17,29% da variacdo total. A dispersdo dos acessos em relacdo as
duas coordenadas principais também sugere a formagdo de dois grupos. Foi
possivel verificar que a maioria dos acessos de A. repens apresenta significativa
similaridade entre si com excecdo dos acessos Arl5, Ar38 e Ar32, proximos aos
acessos de A. pintoi no grafico (Figura 12).

Azevedo et al. (2011) trabalharam com 19 acessos de A. repens verificaram a
formacdo de seis grupos obtidos pelo método de Tocher baseado nas distancia de
Mahalanobis e oito grupos obtido através da andlise de variaveis canbnicas. Em
ambas as andlises o acesso Arl5 formou grupo unitério. Isto mostra que este
acesso se diferencia morfologicamente dos outros acessos de A. repens. Gimenes
et al. (2000) verificaram que 0 acesso Arl5 agrupou com 0s acessos de A. pintoi.

Observou-se no grafico de dispersdo, ampla diferenca genética entre acessos
de A. pintoi, além disso, a posicdo dos acessos evidencia claramente a separagao
dos acessos de A. pintoi em dois grupos, corroborando com os dados do
STRUCTURE (Figura 12). A dissimilaridade presente nos acessos de A. pintoi
possibilita a obtencdo de cruzamentos intraespecificos por meio de cruzamentos,
aumentando a heterose.

Portanto, com base nas andlises realizadas verificou-se variabilidade
genética na secc¢do Caulorrhizae, no entanto, devido a alta similaridade genética
entre os acessos € recomendado a introducdo de novos materiais no Banco Ativo de
Germoplasma de amendoim forrageiro, visando ampliar a diversidade. Em
programas de melhoramento visando aumentar a diversidade genética do BAG
recomenda-se ao melhorista trabalhar com acessos que apresentam maiores

distancias genéticas.
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Visando determinar a colecdo nuclear do banco ativo de germoplasma de
amendoim forrageiro da Embrapa Acre, utilizou-se o software Corefinder através da
estratégia M, mantendo 100% dos alelos observados. O objetivo de uma colecéo
nuclear é reunir a maior variabilidade genética de uma espécie no menor nimero de
amostras. E um subconjunto da colegéo ativa e tem por finalidade representar pelo
menos 70 — 80% (alelos comuns e raros) da variabilidade da colegcdo base com 10 —
15% dos acessos (BROWN; SPILLANE, 1999). Para Araujo (2008) na pratica a
colecdo nuclear pode apresentar proporcdes variando de 5% a 20% das
subamostras e 70% a 90% da diversidade.

Neste estudo para a formacédo da colecdo nuclear foram identificados 192
alelos nos 10 locos microssatélites representados por 41 acessos (Tabela 4), destes
13 acessos foram agrupados no pool génico (I) representado pela cor vermelha, 22
acessos foram alocados no pool génico (II) representado pela cor verde e seis
compartilham ambos os pools génicos (Figura 11). Verifica-se que a colecao nuclear
€ representada por 33 acessos da espécie A. pintoi 08 acessos da espécie A.
repens. Na figura 13 observa-se o numero total de alelos em funcdo do nimero de
acessos liberado pelo software.

A colecdo nuclear estabelecida a partir deste estudo é representada por um
grande numero de acessos, apresentando aproximadamente 39% do total de
acessos do BAG, garantindo que a maxima variabilidade genética observada (88%)
na colecéo seja preservada.
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Tabela 4 - Identificacdo dos acessos de amendoim forrageiro para formacédo da
colecao nuclear do BAG da Embrapa Acre

Cédigo Cédigo
dos BRA Espécie dos BRA Espécie
acessos acessos
Ap39 012122 Arachis pintoi Ap93 030899 Arachis pintoi
Ap28 034142 Arachis pintoi Apl14 041475 Arachis pintoi
Ap48 031461 Arachis pintoi Apl44 033375 Arachis pintoi
Ap75 037443 Arachis pintoi Ap45 030635 Arachis pintoi
Ap27 032450 Arachis pintoi Ap43 039195 Arachis pintoi
Ar32 032280 Arachis repens Ar76 014788 Arachis repens
Ap68 040193 Arachis pintoi Arss 034363 Arachis repens
Ap99 Desconhecido Arachis pintoi Ap4 039985 Arachis pintoi
Ap49 031828 Arachis pintoi Ap129 Desconhecido Arachis pintoi
Ap42 030325 Arachis pintoi Ar111 042251 Arachis repens
Apl34 031577 Arachis pintoi Apl8 015083 Arachis pintoi
Apl28 015598 Arachis pintoi Apl25 036561 Arachis pintoi
Ap46 031097 Arachis pintoi Ap72 034193 Arachis pintoi
Ap103 031143 Arachis pintoi Ap118 031577 Arachis pintoi
Ap52 040045 Arachis pintoi Ap140 020401 Arachis pintoi
Ar31l 032387 Arachis repens Ar53 012106 Arachis repens
Apl45 030635 Arachis pintoi Apl7 014991 Arachis pintoi
Ap94 030945 Arachis pintoi Aro1 031895 Arachis repens
Ap143 Desconhecido Arachis pintoi Ap102 015580 Arachis pintoi
Ap95 030929 Arachis pintoi Ar22 032352 Arachis repens
Ap84 036544 Arachis pintoi - - -
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Figura 13 — Numero total de acessos e percentagem de alelos incluidos na colecao
nuclear de amendoim forrageiro.
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que:

Os dez marcadores microssatélites séo eficientes para acessar a variabilidade
genética presente nos 145 acessos de amendoim forrageiro do Banco Ativo

de Germoplasma da Embrapa Acre;

Os baixos valores de heterozigosidade observada mostram que 0s acessos
das seccbes Caulorrhizae e Rhizomatosae apresentam perfil tipico de

autégamas;

Existe potencial de transferibiidade de marcadores microssatélites
desenvolvidos para A. pintoi, A. glabrata e A. hypogaea para as espécies do
género Arachis;

As distancias genéticas encontradas podem auxiliar na escolha dos acessos

a serem realizados nos programas de melhoramento;

As espécies A. pintoi e A. repens sao muito proximas do ponto de vista
genético, ndo havendo estruturacdo suficiente para separacdo das duas
espécies;

N&o foram observadas duplicatas no BAG de amendoim forrageiro;

A colecdo nuclear de amendoim forrageiro esta representada por

aproximadamente 39% do total de acessos do BAG.
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