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Resumo

O Brasil tem-se destacado no mercado exportador de carne, pela capacidade de atender a
diversas demandas. Por possuir cerca de 20% do seu territorio coberto por pastagens, a maior
parte do gado ¢ criada a pasto. Porém, dentre os fatores que limitam o aumento da
produtividade da pecudria brasileira, o vigor e a qualidade das pastagens possuem destaque.
Para solucionar esses problemas, o uso de leguminosas forrageiras, em especial Arachis
pintoi, tem sido cada vez maior. A. pintoi possui um alto valor nutritivo, boa producao de
forragem (matéria seca), fixacdo de nitrogénio ao solo diminuindo os custos do produtor e
aumentando a producdo. O objetivo desse estudo foi avaliar a taxa de cruzamento natural de
A. pintoi, utilizando marcadores microssatélites. Foram analisadas 14 matrizes, sendo
realizado o plantio em dezembro de 2012 e a coleta das sementes oito meses apos o plantio.
Cerca de 60 sementes por matriz foram plantadas e o DNA foi extraido de folhas jovens, das
matrizes e progénies. As andlises genéticas basearam-se na genotipagem de oito locos
microssatélites. Quanto aos pardmetros de diversidade genética, foram estimados
heterozigosidade observada (Hp) e esperada (Hg), nimero de alelos por loco e conteudo de
polimorfismo (PIC). Agrupamentos foram realizados pelo método UPGMA. Estimamos os
seguintes parametros da biologia reprodutiva: Taxa de cruzamento multiloco (#,), Taxa de
cruzamento uniloco (#,), Taxa de cruzamento entre aparentados (¢, = 1, — t,), Coeficiente de
endogamia na geracdo maternal (F,,), Correlagdo de paternidade (7,(n)), Doadores de polen
efetivos (1/r,m)), Correlagdo de ¢ entre progénies (r;), Correlagdo de ¢ entre os locos (74,). No
total, foram coletadas 6771 sementes. O gendtipo Amarillo MG-100 foi o maior produtor de
sementes (915) e o Belomonte o menor (10). Foram plantadas 1316 sementes, com taxa de
germinagdo média de 53,7%. Os oito locos microssatélites foram polimorficos, com um total
de 65 alelos e média de 8,1 alelos/loco. A heterozigosidade observada (H,) foi maior do que a
esperada (H,), com médias de 0,83 e 0,79, respectivamente, o que demonstrou uma selegao
para heterozigotos. Baseados nas distancias genéticas, as 14 matrizes formaram seis grupos. A
taxa de cruzamento total foi de 36,7%, mostrando um sistema misto de cruzamento com
predominancia de autogamia. A correlagdo de paternidade multiloco identificou cruzamentos
biparentais (0,768). O coeficiente de endogamia foi negativo, mostrando um baixo indice de
endogamia na geracdo parental (-0,031). A andlise da taxa de cruzamentos por familia

identificou uma grande variagdo na taxa de cruzamento, variando de 1,9 a 91,6%. Estes



resultados indicam que gendtipos especificos poderdo ser utilizados com maior sucesso nos
experimentos de hibrida¢ao do programa de melhoramento de A4. pintoi. A taxa de cruzamento
encontrada representa a primeira estimativa deste parametro com base em marcadores
moleculares e deve ser levada em consideragdo na manutengdo do banco de germoplasma, a
fim de manter a representatividade de cada acesso, além de orientar futuras coletas de material

nos centros de origem, visando uma melhor amostragem da variabilidade genética da espécie.

Palavras-chave: Amendoim forrageiro. Arachis pintoi. Taxa de cruzamento. Marcadores

microssatélites.



Abstract

Brazil has stood out in the international exporting meat market, as a result of its ability to
meet various demands. By owning about 20% of its territory covered by pastures, most of the
cattle are raised on pasture. However, among the factors that limit the increase in Brazilian
livestock productivity, vigor and quality of pastures have highlighted. To solve these
problems, the use of forage legumes, especially Arachis pintoi, has been increasing. A. pintoi
has a high nutritional value, good forage production (dry matter) and biological nitrogen
fixation capacity. The objective of this study was to evaluate the natural outcrossing rate of A.
pintoi, using microsatellite markers. Fourteen genotypes were analyzed. Planting was done in
December 2012. Seeds were collected eight months after planting. About 60 seeds per matrix
were analyzed. Young leaves were collected from the matrix plants and progenies for DNA
extraction. Eight microsatellite loci were used. For the genetic diversity the following
parameters were estimated: observed (Hp) and expected (Hg) heterozygosity, number of
alleles per locus and polymorphism information content (PIC). Groupings were performed by
the UPGMA method. The following parameters regarding the reproductive biology were
estimated: Multilocus outcrossing rate (z,), Singlelocus outcrossing rate (z,), Outcrossing rate
between related individuals (7, = t, - £), Inbreeding coefficient of maternal parents (F,),
Correlation of paternity (r,), Effective pollen Donors (1/r,), Outcrossing rates among
progenies (r;), outcrossing rate among loci (7). In total, 6771 seeds were collected. The
Amarillo genotype was the largest seed producer (915) and the lowest was Belmonte (10). It
was planted 1316 seeds, average germination rate of 53.7%. The eight microsatellite loci were
polymorphic, with a total of 65 alleles and average of 8.1 alleles/locus. The observed
heterozygosity (H, = 0.83) was higher than expected (H., = 0,79), demonstrating
heterozygosity of the progenies. Based on genetic distances, the 14 genotypes formed six
groups. The total outcrossing rate was 36.7%, showing a mixed mating system with
predominance of autogamy. The correlation multilocus paternity identified two-parent
crossings (0.768). The inbreeding coefficient was negative, showing a low rate of inbreeding
(-0.031), which indicates a selection for heterozygous. The analysis of the outcrossing’s per
family identified a large variation in crossing rate ranging from 1.9 to 91.6%. These results
indicate that specific genotypes may be used most successfully in hybridization experiments
in the A. pintoi breeding program. The outcrossing rate found is the first estimate of this
parameter based on molecular markers and should be taken into account in maintaining the

germplasm bank, in order to maintain the representativeness of each access, and guide future



collections of material in the centers of origin, to improve sampling of the genetic variability

of the species.

Keywords: Forage peanut. Arachis pintoi. Outcrossing rate. Microsatellite markers.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um pais privilegiado por apresentar extensao territorial continental, com
grande parte das terras cultivaveis, recursos hidricos abundantes e diferentes biomas, que o
insere entre os paises com a maior biodiversidade do planeta. Cerca de 20% do territério ¢
coberto por pastagens, e a maior parte do gado brasileiro ¢ criada a pasto. Entre os fatores que
afetam o preco do gado em cada regido, as variagdes edafoclimaticas possuem destaque
(ABIEC, 2015).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (2015), a producgdo
nacional de carnes fornecera, aproximadamente, 44,5% ao mercado mundial até 2020. Porém,
dentre os fatores limitantes ao aumento da produtividade, o vigor ¢ a qualidade das pastagens
tém-se destacado.

Uma alternativa para amenizar esse problema ¢ o cultivo de gramineas consorciadas
com leguminosas forrageiras. A utilizacdo de leguminosas permite a incorporacdo de
nitrogénio atmosférico ao sistema solo-planta-animal, através da agcdo de bactérias do género
Rhizobium, presentes em nodulos nas raizes dessas plantas.

De acordo com o Balango Social da Embrapa em 2013, aproximadamente, 42 milhdes
de hectares utilizados com cultivo de gramineas associado com leguminosas recomendadas ou
desenvolvidas pela Embrapa, o que gerou beneficios economicos em torno de R$ 8,9 bilhdes
por ano aos produtores brasileiros (EMBRAPA, 2013).

Dentre as leguminosas forrageiras, as espécies do género Arachis, conhecidas como
amendoim forrageiro, tem-se destacado na utilizagdo em pastagens por possuir alta
rentabilidade e fornecer beneficios ambientais aos sistemas de produgao (CARVALHO;
PIRES, 2008).

No estado do Acre existem cerca de 138 mil hectares de pastagens consorciadas com
amendoim forrageiro, o que equivale a aproximadamente 7,65% do total de area de pasto. O
incremento da produtividade foi de 44% quando comparado as pastagens consorciadas com as
pastagens formadas apenas por capim estrela. O ganho de peso animal foi de 600g/animal/dia.
Além disso, a reducdo dos custos decorrente da fixagdo bioldgica de nitrogénio foi de
aproximadamente R$ 321,05 por hectare por ano (EMBRAPA, 2013).

A espécie Arachis pintoi tem sido destaque em pastagens consorciadas e esta
associada a um programa de melhoramento conduzido pela Embrapa Acre. A conservagao de

uma espécie em BAG tem por objetivo preservar a variabilidade genética, evitando a perda de
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alelos. Para este fim, sdo coletados acessos silvestres e domesticados, visando obter uma
representatividade de toda a variabilidade genética da espécie (BOREM; MIRANDA, 2009).
Atualmente o Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Acre possui 84 acessos da
espécie A. pintoi.

O sistema reprodutivo define como os genes sdo transmitidos para a préxima geracao,
por isso, seu conhecimento ¢ fundamental para estudos de conservagdo ex situ €
melhoramento de plantas, pois permite delinear estratégias que aperfeicoem a amostragem da
variabilidade genética, além de nortear as melhores formas de multiplicagdo de sementes e os
melhores modelos de melhoramento. Apesar disso, informagdes sobre a taxa de cruzamento
no género Arachis, sao limitadas a espécie Arachis hypogaea, o amendoim comum
(COFFELT, 1989; KNAUFT et al.; 1992).

Baseado no sistema reprodutivo, as plantas podem ser classificadas em autégamas,
alogamas e mistas. Os métodos tradicionais de determinagdo do sistema de reproducao
consistem na observagdo dos cruzamentos, comportamento dos polinizadores, exame da
morfologia floral e resultados de experimentos controlados de polinizagdo (MORAES;
MONTEIRO, 2002).

A determinagdo do sistema reprodutivo pode ser feita por meio de marcadores
moleculares, que possuem muitos locos com alelos codominantes e segregantes, € sao
encontrados frequentemente nas populacdes, possibilitando a obtengdo de estimativas mais
efetivas da taxa de cruzamento (RITLAND; JAIN, 1981).

Os marcadores microssatélites (Simple Sequence Repeats — SSR), tém mostrado um
grande sucesso em estudos de diversidade e variabilidade em plantas (HOSHINO et al., 2006;
GIMENES et al., 2007; LEITE, 2008; PALMIERI et al., 2010; KALIA et al., 2011). SSRs
sdo repetigdes curtas de um a seis nucleotideos em sequéncia, que ocorrem no genoma de
eucariotos e procariotos. Apresentam alto grau de polimorfismo, possibilitam a transferéncia
de locos entre espécies diferentes, além da facilidade e eficiéncia do seu uso.

Estudos realizados com espécies do género Arachis tém observado a presenga de
polinizadores em suas flores (HAMMONS, 1963; NIGAM et al., 1990; KRAPOVICKAS;
GREGORY, 1994; DRUMOND; CARDOSO, 2010; COSTA, 2012), porém ainda ndo foram
realizados estudos para verificar a influéncia deles na taxa de cruzamento das espécies
selvagens do género, utilizando marcadores microssatélites. O objetivo deste estudo foi
estimar a taxa de cruzamento natural e a diversidade genética em acessos de A. pintoi

utilizando marcadores microssatélites.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Arachis

O género Arachis foi descrito por Linnaeus (1753), considerando apenas o amendoim
comum, Arachis hypogaea, que ¢ o seu representante mais conhecido. E formado por espécies
dipléides (2n = 2x = 20) e tetrapldides (2n = 4x = 40), pertencendo a familia Fabaceae,
subfamilia Papilonoideae, tribo Dalbergieae e subtribo Stylosanthinae (JUDD et al. 2009;
LEWIS et al. 2005).

Possui ocorréncia natural apenas na América do Sul, estendendo-se do leste dos
Andes, sul da Amazonia, norte da Planicie Platina e nordeste da Argentina, até o nordeste do
Brasil. Acredita-se que o centro de origem do género seja na serra de Amambai, proximo a
fronteira do Mato Grosso do Sul e o Paraguai, de onde se dispersou por um raio de mais de 4
mil quilometros (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994).

Atualmente, o género Arachis estd dividido em nove secc¢des (Arachis, Erectoides,
Caulorrhizae, Extranervosae, Heteranthae, Procumbentes, Rhizomatosae, Trierectoides e
Triseminatae), de acordo com sua morfologia, modo de reproducdo e modo de dispersdo ao
longo da América do Sul (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994; VALLS; SIMPSON, 2005).

A seccao Caulorrhizae possui apenas duas espécies: Arachis pintoi € Arachis repens
(Figura 1). Sao plantas perenes, com raizes axonomorfas sem engrossamentos, ramos
estendidos, procumbentes, com entrends ocos, folhas quadrifoliadas, frutos subterraneos

biarticulados e pericarpo liso (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994).
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Fotos: Jonatas C. de Oliveira
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Figra 1 - Acessos de Arachis pintoi (A) e Arachis repens B). -

2.2 Arachis pintoi

E uma espécie perene, que possui habito de crescimento estolonifero e produz raizes
nos nos. A espécie ¢ exclusiva da flora brasileira, ocorrendo desde o Planalto Central, no
estado de Goias, até o litoral da Bahia (ASSIS, 2011).

Seu uso como forrageira tem crescido nos ultimos anos, principalmente por sua
prolificidade, altos teores de proteina e digestibilidade, elevada producao de forragem,
excelente palatabilidade, resisténcia ao pastejo e O6tima competitividade quando associado a
outras gramineas (NASCIMENTO, 2006; CARVALHO; PIRES, 2008).

O reconhecimento comercial da espécie surgiu primeiramente nos Estados Unidos e
Australia. Apos estudos no Centro Internacional de Agricultura Tropical — CIAT, foi
selecionado o acesso CIAT-17434, considerado altamente promissor em virtude das muitas
caracteristicas bioldgicas e agrondmicas encontradas nesse acesso (VILLARREAL;
VARGAS, 1996).

A. pintoi possui raiz pivotante, podendo atingir profundidade no solo de 0,3 a 1,6 m,
proporcionando a absor¢ao de 4gua mesmo em condi¢des menos favordveis. As folhas podem
variar do verde claro ao escuro, sendo compostas por quatro foliolos alternados (LIMA et al.,
2003; MONTENEGRO; PINZON, 1997).

As flores sdo papilionaceas que se autopolinizam, mas também podem apresentar
polinizacdo cruzada por acdo de espécies de abelhas. Apos a fecundagdo, surge na base do

ovario um meristema intercalar (pedinculo do ovario, gindéforo ou “peg”), que possui
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geotropismo positivo. Quando atinge o solo, enterra-se aproximadamente 10 cm abaixo da
superficie, onde ocorre o desenvolvimento do fruto, que favorece a regeneracdo ¢ a
persisténcia da espécie (RINC()N et al., 1992; VALLS et al., 1994, MONTENEGRO;
PINZON, 1997). O fruto apresenta normalmente uma semente, estando contida em uma
vagem indeiscente, classificada como cépsula (RINCON et al., 1992).

A espécie se estabelece em clima tropical e subtropical, com temperaturas em torno de
25-30°C, precipitagdo anual maior que 1500 mm e menos de quatro meses de seca, € em
altitudes até 1800 m (MONTENEGRO & PINZON, 1997; RINCON et al., 1992). As
principais dificuldades enfrentadas por A. pintoi em clima subtropical sdo a umidade elevada
e as baixas temperaturas durante o inverno, sendo necessario o estabelecimento de espécies
hibernais durante o verao, para suprir a deficiéncia de forragem (NASCIMENTO, 2006).

A propagacdao do amendoim forrageiro pode ser feita de forma sexuada, através do
plantio das sementes, e assexuada, pela propagacao dos estoldes (PEREZ, 1999; VALENTIM
et al., 2000). A principal dificuldade para o uso em larga escala da espécie ¢ a forma de
propagacao, pois os estoloes, que sdo a principal forma de propagagdo, t€ém estabelecimento
mais lento do que as sementes, mas alguns acessos produzem uma quantidade muito pequena
de sementes, além da dificuldade para colheita das sementes (FISHER; CRUZ, 1994).

Valentim et al. (2003) comentam que outros fatores podem influenciar no
estabelecimento do amendoim forrageiro, dentre os quais destacam-se: a forma de preparo da
area, tipo do solo, disponibilidade de dgua no solo, densidade de plantio, viabilidade das

sementes ou mudas, incidéncia de plantas invasoras e tratos culturais.

2.2.1 Cultivares de A4. pintoi

A cultivar Amarillo MG - 100 foi a primeira a ser lancada. Foi obtida a partir do
primeiro acesso de A. pintoi coletado em 1954, chegando até o CIAT, onde recebeu a
identificagdo CIAT 17434. A partir dai, foi levada a Australia, onde foi lancada com o nome
de cultivar Amarillo, em virtude das muitas caracteristicas bioldgicas e agrondmicas
encontradas. Esse genétipo foi liberado comercialmente na Coldmbia em 1992 (Mani
Forrajero Perene), no México e Honduras em 1993 (Pico Bonito), na Costa Rica em 1994
(Mani Mejorador), e no Brasil em 1995 (Matsuda Genética 100), onde recebeu o BRA
013251 (VALLS, 1992; BARCELLOS et al., 2000).
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A cultivar Alqueire 1 foi obtida de forma diferente das demais. Alguns acessos da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia foram enviados para a Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS). Apds a introducdo, poucos acessos sobreviveram, os quais
foram agrupados em um Uunico canteiro demonstrativo para aula pratica, perdendo as
respectivas identificagdes. Em 1992, foram levadas a campo 100 plantas recém germinadas,
para a Fazenda Alqueire, municipio de Rio Pardo, RS, onde foram testadas. As plantas
apresentaram resisténcia natural as geadas severas, em virtude do inverno, e alta resisténcia ao
pastejo. A cultivar foi langada no mercado pela UFRGS, com apoio da EMATER e IVOMEC
Gold. Apresenta produgio de 8 a 10 t.ha”.ano™' de matéria seca e valor nutritivo superior as
demais leguminosas forrageiras, com 23% de proteina bruta e 72% de digestibilidade
(NASCIMENTO et al., 2003).

A cultivar Belomonte foi langcada no Brasil em 1999, tendo sua propagacdo por
estoldes, uma vez que possui baixa produgcdo de sementes (PEREIRA et al., 1999;
PAGANELLA; VALLS, 2002). Em estudos realizados no estado do Acre, a cultivar
Belomonte apresentou uma producio de matéria seca em torno de 15 a 21 t.ha™.ano™, cerca
de 19% de proteina bruta e 60 a 70% de digestibilidade, além possuir uma boa
compatibilidade em consorciagdo com gramineas, apresentando peso vivo dia maior do que o
monocultivo de graminea adubada com nitrogénio (VALENTIM et al., 2000; 2001).

A cultivar BRS Mandobi foi obtida por meio de selecdo massal, através de uma rede
de avaliagcdo de acessos instalada em 1999 (ASSIS; VALENTIM, 2009). Foi registrada em
2008 no Registro Nacional de Cultivares, e foi protegida segundo as normas do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento em 2011 (BRASIL, 2011). E uma cultivar bem
adaptada a regido tropical e equatorial, com boa produtividade de biomassa, bom
estabelecimento, boa tolerancia a solos bem drenados ou com baixa permeabilidade (ASSIS,
2011). Entretanto, a principal caracteristica dessa cultivar ¢ a elevada produ¢do de sementes,
aproximadamente 3 t.ha”' de sementes puras, apos 18 a 21 meses de plantio, o que a coloca
como uma alternativa para a reducao de custo do plantio do amendoim forrageiro pelos
produtores, pois a cultivar Amarillo MG-100 tem um elevado custo por quilo, quando

comparado com a cultivar BRS Mandobi (ASSIS et al., 2013).
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2.3 Biologia floral e polinizadores

A espécie Arachis pintoi apresenta flores papiliondceas sésseis, originarias de
inflorescéncias axilares em forma de espigas contendo até 8 flores. As flores possuem calice
bilabiado pubescente, com ldbio inferior simples e um ldbio superior amplo, com quatro
dentes pequenos no apice, resultante da fusdo de quatro sépalas (ARGEL; PIZARRO, 1992).
A corola possui variacdo de cor (branca, creme, amarela e laranja) sendo formada por um
estandarte que possui quilha pontiaguda, curvada e aberta ventralmente na base, muito

delgada (ARGEL; PIZARRO, 1992; SIMPSON et al., 1994; ASSIS et al., 2010).

Foto: Jonatas C. de Oliveira

Figura 2 - Flor de A. pintoi. *: Estandarte; seta:
asa.

O estilete ultrapassa as anteras, ap6s a ocorréncia da antese, captando o pdlen que
ficou reunido no estigma. O pdlen ¢ liberado primeiro pelas anteras oblongas, enquanto que
os estames menores abrem suas anteras oblatas, as quais por alongamento dos filetes
ocasionam a abertura e liberagdo do pdlen, que movido para cima, alcanga o estigma
(PERIASAMY; SAMPOORNAM, 1984; COSTA, 2012). O estigma ¢ bilobado com presenca
de papilas na cavidade estigmatica. Pefialoza (1995) em estudo com diferentes acessos de 4.
pintoi observou que podem ocorrer gradagdes de quantidade e densidade de tricomas no bordo
do estigma. Suas flores sao frageis, murcham e perdem a coloragdo, aproximadamente, seis
horas apds a antese, que ocorre por volta de 6 horas da manha, com pico da floracdao entre
8h15 as 12h00, nos meses de novembro a meados de abril (COSTA, 2012).

Segundo Costa (2012), a presenga de flores chamativas indica a evolucao de caracteres

florais visando favorecer a visita de insetos. Os principais visitantes das flores de A. pintoi sao
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himenopteros e coledpteros, como Paratrigona lineata, Apis mellifera, Diabrotica sp,
Cerotoma sp, Pheidole sp, Camponotus sp, Trigona spinipes, Acyloscelis sp e Centris sp.

Apesar de algumas peculiaridades, o comportamento dos insetos que visitam as flores
¢ parecido. Eles pousam nas pétalas das asas da flor, e apds coletarem o polen o transferem
para o terceiro par de patas, voando em seguida para outra flor e repetindo o processo
(NIGAM et al., 1990; COSTA, 2012).

Dentre as abelhas que visitam as flores, P. lineata possui comportamento agressivo.
Ao pousar na flor, ela for¢a sua entrada abrindo um orificio, cortando as pétalas das asas e
quilhas, juntamente com o estigma e parte do filete. Com isso, impossibilita a formagdo do

fruto e do “peg” (NIGAM et al., 1990; COSTA, 2012).

Foto: Jonatas C. de Oliveira

Figura 3. Apis mellifera coletando pdlen em flor
de Arachis pintoi.

Segundo Nigam et al. (1990), a espécie A. hypogaea ¢ autdgama, porém cerca de 10%
das flores tém polinizagdo cruzada, em decorréncia da visita de insetos como Apis mellifera e
membros do género Bombus, Megachiline, Nomia, Pithitis e Lasioglossum.

Em estudo realizado por Drumond e Cardoso (2010), foram coletados 559 insetos que
visitavam as flores de Arachis no BAG da Embrapa Acre, dos quais a espécie Trigona
chanchamayoensis (SCHWARZ, 1948), correspondeu a 62,8% dos individuos coletados.
Ainda segundo os autores, durante uma observagao foi possivel identificar a espécie
Exomalopsis auropilosa abrindo as pétalas da asa da flor, forcando a quilha e,
consequentemente, entrando em contato com o estigma.

Em sua busca por poélen, esses insetos podem tanto predar as flores impedindo a
producao dos frutos e do “peg”, como também contribuir para a polinizagdo, mesmo que

indiretamente, proporcionando a autopolinizagao da flor.
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Diversos autores confirmam a presenga de polinizadores nas flores de Arachis
(HAMMONS, 1963; NIGAM et al, 1990; KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994;
DRUMOND; CARDOSO, 2010; COSTA, 2012), entretanto ainda nao foi realizado um
estudo para verificar, efetivamente, a influéncia da presenga de polinizadores sobre a taxa de

cruzamento de espécies silvestres do género Arachis.

2.4 Sistemas de Reproducio e Taxa de Cruzamento

O conhecimento do sistema de reproducgdo ¢ essencial, pois determina o modo como
os genes serdo transmitidos para a proxima geracdo (BROWN, 1989), afetando ndo somente
as frequéncias genotipicas das geragdes subsequentes, mas também pardmetros genéticos
como tamanho populacional, fluxo génico e selegao (HAMRICK, 1990). Por esse motivo o
sistema reprodutivo orienta as praticas adotadas na conducdo eficiente dos programas de
melhoramento, conservagao e manejo de espécies.

As plantas podem ser divididas em: al6gamas, que possuem, principalmente,
polinizacdo cruzada; plantas autégamas, que sdo, predominantemente, autopolinizadas; e
plantas mistas formadas por aquelas que possuem um sistema intermediario, mas
apresentando tendéncia para um dos lados.

As plantas alégamas sdo altamente heterozigotas e, praticamente em sua totalidade,
apresentam deterioragdo do vigor e outros efeitos adversos, quando submetidas a endogamia.
Ja as plantas autégamas sdo altamente homozigotas, originando-se de cruzamentos entre
linhagens altamente aparentadas. Mesmo convivendo préximas, ou até mesmo lado a lado,
permanecem mais ou menos independentes na reprodu¢do (ALLARD, 1971; RAMALHO et
al., 2012).

Em espécies hermafroditas, o sistema de cruzamento ¢ determinado por fatores
genéticos como autoincompatibilidade, que ¢ a incapacidade de uma planta fértil ser
fecundada pelo mesmo poélen, e por fatores ecologicos como movimentagao de polinizadores,
fenologia do florescimento e densidade populacional (MURAWSKI; HAMRICK; 1991).

A taxa de cruzamento, que consiste na propor¢cdo de progénies obtidas por
autopolinizagdo e poliniza¢ao cruzada, era determinada através de marcadores morfoldgicos.
Através da substitui¢do por marcadores moleculares, foi possivel obter estimativas mais

precisas, pois muitos locos com alelos co-dominantes e segregantes sdo encontrados
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frequentemente nas populagdes (RITLAND; JAIN, 1981). Além disso, a taxa de cruzamento
indica que procedimentos sdo necessarios para evitar uma possivel contaminagdo nos
materiais genéticos. As taxas de cruzamento de espécies do mesmo grupo podem variar.
Segundo Allard (1971), mesmo entre variedades da mesma espécie podem ocorrer grandes
variagdes nas proporgdes de cruzamentos.

Coftelt (1989) avaliou a taxa de cruzamento natural, com o uso de marcadores
morfologicos, em dois gendtipos de A. hypogaea. Apos trés anos de avaliagdes, € mais de
cinco mil progénies avaliadas, o autor encontrou uma taxa de cruzamento média de 1,9%,
indicando que 4. hypogaea é uma espécie autdgama.

Dutta et al. (1986) avaliaram a heranga da polinizagao cruzada em seis genotipos de A4.
hypogaea, pertencentes aos subgrupos Virginia e Valéncia, através da indu¢dao de mutagdes
por raios Gama. O gendtipo que apresentou maior taxa de cruzamento foi “M13”, com 20,8%.
Entretanto, ndo foi possivel concluir nesse estudo se a elevada taxa de polinizagdo cruzada foi
influenciada ou ndo pelas mutagdes causadas pelos raios Gama.

Knauft et al. (1992) trabalharam com acessos da cultivar Valéncia de 4. hypogaea.
Esperava-se que apds 21 geragdes de autopolinizagdo, a cultivar fosse autégama restrita.
Porém, ainda foram encontradas taxas de cruzamento que variaram de 1,5 a 8%. A partir
desse trabalho, os autores sugeriram um aumento na distancia entre as parcelas do BAG, para
evitar a polinizagdo cruzada.

Angelici et al. (2008) observaram em seu estudo de diversidade genética da seccdo
Rhizomatozae, que Arachis glabrata apresentou uma frequéncia de locos heterozigotos maior
do que o esperado para espécies do género Arachis. Valls (1996) comenta que essa espécie
produz uma menor quantidade de sementes quando isolada em casas de vegetagao do que no
ambiente aberto, fazendo da propagacdo vegetativa o principal meio de multiplicagdo. A
produgdo de sementes em menor quantidade, ou mesmo a auséncia delas, pode estar
relacionada a sistemas de autoincompatibilidade (COOK; CROSTHWAITE, 1994; FRENCH
et al., 1994), pois a viabilidade de polen em A. glabrata aparenta ser alta, ndo sendo um
obstaculo para a producao de sementes (NILES; QUESENBERRY, 1992).

Hammons (1963) avaliou a viabilidade do pdlen de 4. hypogaea coletado de abelhas.
Foi realizada a polinizacao artificial em flores emasculadas, das quais 66% foram fertilizadas,
o que indica que o polen coletado das abelhas ¢ viavel e capaz de proporcionar a polinizagdao
cruzada.

Nao foram encontrados estudos avaliando a taxa de cruzamento em espécies silvestres

do género Arachis e em especial, Arachis pintoi. Entretanto, por apresentar flores chamativas
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e presenc¢a de polinizadores em suas flores, espera-se que esses fatores possam ter alguma

influéncia na taxa de cruzamento de 4. pintoi.

2.5 Marcadores Moleculares

Cada vez mais os marcadores moleculares tém-se mostrado uma ferramenta 1til nos
estudos genéticos, pois possibilitam o acesso do polimorfismo ao nivel de DNA,
independentemente da influéncia ambiental.

Os marcadores disponiveis atualmente atendem as diversas necessidades dos
pesquisadores em estudos com genética de plantas, favorecendo os laboratorios com maior ou
menor estrutura, destacando-se: a) marcadores de hibridagcdo — (Restriction Fragment Length
Polymorphism — RFLP, BOTSTEIN et al., 1980); b) marcadores a base de PCR — RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) (WILLIAMS et al.,, 1990); AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) (VOS et al., 1995); SSR (Simple Sequence Repeats)
(HAMADA et al., 1982; TAUTZ; RENZ, 1984); SNP (Single Nucleotide Polymorphisms)
(WANG et al., 1998).

As aplicagcdes dos marcadores moleculares em estudos de genética de plantas sdo
variadas, como: determinacdo da diversidade genética de uma populagdo, identificacdo de
linhagem parental e teste de paternidade, certificacdo de pureza genética, protecdo e
identificacdo de cultivares, caracterizagdo de germoplasma, mapeamento genético,

identificacao de QTLs (locos de caracteres quantitativos).

2.5.1 Marcadores Microssatélites

Sdo conhecidos como STR (Short Tandem Repeats) ou SSR (Simple Sequence
Repeats). Consistem de repeticdes de um a seis nucleotideos com extensdo de até 100 pares
de bases que ocorrem em todos os organismos. Essas sequéncias estao distribuidas por todo o
genoma, sendo flanqueadas por sequéncias altamente conservadas, a partir das quais sdo
desenhadas as sequéncias de iniciadores (primers) que amplificam a regido microssatélite via

PCR (BOREM; CAIXETA, 2009; RAMALHO et al., 2012).
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As sequéncias de repeticdes mais comuns em plantas sdo (AT),, (GT), e (AG),, sendo
que em animais (AC), ¢ a mais frequente. Os microssatélites podem ser classificados em:
repeticdes perfeitas, quando ndo possuem nenhuma interrupcdo (ATATAT),; repetigdes
imperfeitas, quando apresentam bases ndo repetidas interrompendo os motivos
(ATATCATAT),; repeticdes simples, quando ocorre apenas uma classe de repeti¢ao
(ATAT),; repeticdes compostas, quando ocorre duas ou mais classes de repeticoes (ATAC),.
As repetigdes simples e compostas podem ser perfeitas ou imperfeitas (WEBER, 1990;
JARNE; LAGODA, 1996; WANG et al., 2009).

Os microssatélites sdo originados a partir de emparelhamento desigual das fitas de
DNA (crossing-over desigual) ou erro da DNA polimerase durante a replicagdo (slippage).
Esses fatores fazem com que o tamanho das unidades repetitivas varie dentro da populagao,
possibilitando que cada fragmento microssatélite tenha comprimento diferente, que podem ser
identificados em eletroforese. Em estudo realizado por Buteler et al., (1999) e Hu et al.,
(2004), foi observado que essas variagdes ocorrem nao somente nas unidades repetitivas, mas
também podem ocorrer delecdes/adi¢des e substituigdes de bases nas regides flanqueadoras.
Este fator permite que os microssatélites sejam um dos marcadores com maior variabilidade
alélica.

Viérios trabalhos tém demonstrado que microssatélites desenvolvidos para uma espécie
podem ser utilizados com sucesso em outras espécies (HU et al., 2004; BRAVO et al., 2006;
HOSHINO et al., 2006; GIMENES et al., 2007; PALMIERI et al., 2010), além da expansao
de seu uso em estudos de genética de populagdes, manutengdo e conservacdo de fontes
biologicas e em estudos forenses (JARNE; LAGODA, 1996; ZANE et al., 2002).

Entretanto, o desenvolvimento de microssatélites ainda ¢ limitado as espécies com
maior interesse econdmico. Isto porque para o seu desenvolvimento, ¢ necessario que eles
sejam isolados para cada espécie a partir de uma biblioteca genomica, impedindo o uso de
marcadores universais (BOREM; CAIXETA, 2009). Apesar desse “gargalo”, apds o seu
desenvolvimento essa desvantagem ¢ compensada pela eficiéncia e facilidade do uso desses
marcadores.

Foram desenvolvidos aproximadamente trés mil marcadores microssatélites para o
género Arachis (HE et al., 2003; 2005; MORETZSOHN et al., 2004; 2005; 2009; BRAVO et
al., 2006, BUDIMAN et al., 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). Porém, a maioria deles
foi obtida para o amendoim comum (4. hypogaea), em virtude de sua grande importancia

econdmica. Estdo disponiveis cerca de 25 locos microssatélites desenvolvidos para A. pintoi



26

(PALMIERI et al., 2002; 2005; 2010), os quais possuem elevado grau de polimorfismo e

transferibilidade entre espécies do género Arachis, permitindo estudos intra e interespecificos.

2.5.2 Avaliacdo da Taxa de Cruzamento com Marcadores Microssatélites

Apesar dos avangos na area molecular, existem poucos trabalhos de taxa de
cruzamento em plantas autdogamas e mistas. Sousa et al. (2012) estudaram a taxa de
cruzamento de Calopogonium mucunoides, conhecida como autdogama, e utilizaram
marcadores microssatélites. A taxa de fecundacdo cruzada encontrada foi de 16,3%,
apontando para um sistema de cruzamento misto com predominancia de autogamia.

Maas e Torres (1992) avaliaram a taxa de cruzamento em Centrosema brasilianum
utilizando marcadores morfoldgicos e encontraram valores que variaram de 31,2% a 53,5% de
polinizacdo cruzada. Sousa et al. (2011) analisaram a taxa de cruzamento em Centrosema
pubescens utilizando marcadores microssatélites e encontraram 26,9% de polinizacdo cruzada
para essa espécie, sugerindo um sistema misto com predominancia de autogamia.

Santos-Garcia et al. (2010) avaliando a taxa de cruzamento em Stylosanthes
guianensis e Stylosanthes capitata utilizando marcadores microssatélites, encontraram valores
de taxa de cruzamento de 26% e 31%, respectivamente. Esses valores foram superiores aos
valores encontrados na literatura utilizando marcadores morfoldgicos, os quais relatavam
valores que variavam de 14% a 20% (Miles, 1983; 1985), dependendo do marcador
morfologico analisado.

Em feijao-fava, as taxas de cruzamento avaliadas por microssatélites foram de
aproximadamente 38%, resultado superior aos valores encontrados com base em marcadores
morfoldgicos, os quais variaram de 3,2% a 24,2% (PENHA, 2014).

Esses estudos tém confirmado a eficiéncia dos marcadores microssatélites na
determinagdo da taxa de cruzamento em espécies vegetais. Além disso, a precisdo dos
resultados, a quantidade de marcadores disponiveis e a facilidade do uso dos marcadores tém

sido alguns dos fatores que proporcionam a sua aplicagdo em estudos genéticos.
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2.5.3 Estudos Moleculares no Género Arachis

Estudos realizados com marcadores RAPD em Arachis hypogaea e outras espécies da
sec¢do Arachis identificaram variabilidade genética entre espécies e variedades, permitindo
fazer o agrupamento das mesmas a partir da proximidade genética, corroborando com os
estudos de classificagdo morfologicos (HILU; STALKER, 1995; CRESTE et al., 2005;
BORGES et al., 2007).

Na sec¢do Caulorrhizae, foram realizados estudos com RAPD para determinar a
distancia genética entre as espécies A. pintoi e A. repens. Entretanto, Gimenes et al. (2000)
identificaram cerca de 74% do total de fragmentos compartilhados entre as duas espécies, o
que dificultou a separagdo entre as duas espécies. Em anélise realizada com 34 acessos por
Carvalho et al. (2010), utilizando RAPD, observou-se grande variabilidade genética dentro do
germoplasma de A4. pintoi nos Estados Unidos.

Em estudo realizado por Tang et al. (2008) e Angelici et al. (2008) utilizando
microssatélites, foi possivel verificar a relagdo filogenética e a diversidade genética entre
espécies de diferentes secgdes do género Arachis. Os autores comentam que uma das
vantagens dos microssatélites ¢ a possibilidade de transferéncia entre espécies das diferentes
secgoes do género.

A transferéncia de locos entre espécies do género Arachis tem permitido acessar a
variabilidade genética existente no germoplasma. Véarios locos tém mostrado polimorfismo
para diferentes espécies, o que tem favorecido os estudos moleculares no género Arachis.
Dentre esses, alguns autores comprovaram a transferéncia de locos de outras espécies (4.
hypogaea e A. glabrata) para as espécies da sec¢do Caulorrhizae (HOSHINO et al., 2006;
GIMENES et al., 2007; PALMIERI et al., 2010; LEITE, 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Sele¢io e Coleta do Material Vegetal

O estudo foi desenvolvido no Centro de Pesquisa Agroflorestal do Acre — Embrapa
Acre, localizado na BR 364. As andlises foram realizadas com 20 familias, compostas pelas
matrizes (genitores maternos) e as sementes germinadas (progénies). As matrizes foram 16
acessos e quatro cultivares do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Acre
(Tabela 1), as quais vém sendo avaliadas no programa de melhoramento de Arachis pintoi. De
cada uma das matrizes, foi retirado apenas um estoldo (Figura 4A), que foi plantado em vasos
de 1,0 x 0,90 m, preenchidos com solo (Figura 4B). Os vasos ficaram dispostos proximos ao
BAG, para favorecer o fluxo natural de polen por meio dos insetos polinizadores. O plantio

foi feito em dezembro de 2012.

Tabela 1 - Acessos de Arachis pintoi selecionadas como matrizes (genitores maternos).

Identificaca N° Identificaca N°

diabl\flo(i ° BRA coletor/Cdl(:ltivar diabl\flo(i ° BRA coletor/Cdl(:ltivar
1 14931 V 6727 11 30325 V 13196=V 13110
2 37036 Alqueire 1 12 30601 V 13198
3 39985 V 14951 13 31097 V 6791wf
4 30333 V 13330 14 31828 Belomonte
5 14991 V 6741 15 39772 Sv 8311
6 15083 V 6784 16 30384 W 1000=V 13153
7 15253 W 34 17 40550 BRS Mandobi
8 34142 W 647 18 13251 Amarillo MG-100
9 12122 V 5895 19 34355 V 13888
10 14982 V 6740 20 31143 W 34 (B)

As observacdes dos vasos foram feitas duas vezes por semana, para avaliar o
desenvolvimento das plantas e retirada de invasoras, além de irrigacdo, quando necessario.
Foi estabelecida uma frequéncia de irrigacao de trés vezes por semana. Também foram feitas
podas dos estoldes, o que auxiliou na maior produgdo de flores.

Para assegurar uma maior produ¢do de sementes foi feita uma poda, deixando a parte

vegetativa com aproximadamente 2 cm de altura, e suspensa a irrigagdo, com o objetivo de
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causar um estresse hidrico nas plantas. Apos ser observada a perda de agua do solo e da planta
durante um periodo de aproximadamente duas semanas, foi restabelecida a irrigagcdo, para

estimular a produgao de flores.

Fotos: Jonatas C. de Oliveira

Figura 4 - Selecao e coleta dos estoldoes de Arachis pintoi (A), vasos com
A. pintoi (B).

3.2 Coleta e Plantio de Sementes

A coleta de sementes foi realizada apds oito meses do plantio dos estoldes, em agosto
de 2013. Devido a baixa producdao de sementes esperada em algumas familias, foi feito o
replantio de todas as parcelas, logo apos a retirada do solo e sua substituicdo nos vasos. Apos
sete meses, foi feita nova coleta de sementes e o descarte das matrizes.

O solo coletado foi lavado (Figura 5A), para separacdo das sementes, € as mesmas
foram armazenadas em uma sala da Embrapa Acre a temperatura ambiente (média de 27°C)
durante dois meses, para ocorrer o inicio do processo de quebra natural da dorméncia.
Posteriormente, foram tomadas aleatoriamente 60 sementes de cada familia, e aplicado outro
tratamento de quebra de dorméncia, ficando sete dias em estufa a 50°C com circulagao
forgada de ar, e depois 16 horas imersas em Ethrel 0,5%.

As sementes foram plantadas em copos plasticos de 200 mL com areia autoclavada,
para evitar a contaminagdo por fungos e parasitas (Figura 5B). Cada copo foi identificado com
uma placa, contendo o nimero da familia seguido do nimero do individuo (Figura 5C). Esse

padrao de identificagdo foi mantido até o final do experimento.
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Fotos: Jonatas C. de Oliveira

Figura 5 - Lavagem das sementes (A); sementes germinadas de A. pinfoi em casa de vegetagdo (B);
detalhe da germinacao e identificagdo (C).

3.3 Extracdo de DNA

Foram coletadas folhas jovens, das matrizes e progénies, em envelopes
confeccionados com tela, os quais foram devidamente identificados. O material foi
armazenado em gelo até o transporte para o Laboratério de Morfogénese e Biologia
Molecular (LabMol) da Embrapa Acre. As amostras foram liofilizadas por quatro dias, e
armazenadas em freezer, a temperatura média de -18°C. O DNA gendmico total foi extraido
usando o protocolo descrito por Hoisington et al. (1994) modificado. A quantificagdo do

DNA foi feita em agarose (1%).

3.4 Locos Microssatélites

Foram selecionados oito locos microssatélites (Tabela 2), os quais foram
desenvolvidos por Palmieri et al. (2002), Hoshino et al. (2006) ¢ Gimenes et al. (2007),
conforme Tabela 2.

As reagdes de amplificacdo dos fragmentos de DNA foram feitas contento 7,5 ng de
DNA gendmico; tampao 1x; 0,25 mM de dNTP’s; 0,25 mg/mL de BSA (Albumina Sérica
Bovina); 2,0 mM de MgCl,; 0,8 uM de cada primer ¢ 1 U de Taq polimerase (Thermo

Scientific).
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As amplificagdes foram realizadas utilizando termociclador (Analitikjena). As etapas
de amplificacao foram compostas de: 95°C por 5 minutos, 94°C por um minuto, 30 ciclos de
94°C por um minuto, temperatura de anelamento definida para cada iniciador (Tabela 2) por
um minuto, 72°C por 1 min, e uma fase final de extensdao de 72°C por 5 minutos. Os produtos

da amplificagdo foram visualizados em gel de agarose 3%.

Tabela 2 - Sequéncia dos iniciadores utilizados incluindo a temperatura de anelamento
(Ta °C) e amplitude alélica (pb).

. . Amplitude

Loco Sequéncia do Iniciador (5’ - 3°) Ta(°C)  Ajélica (pb)
Ah7 F: CAGAGTCGTGATTTGTGCACTG 52,1 97-122

R: ACAGAGTCGGCCGTCAAGTTA
Ah21 F: CTTGGAGTGGAGGGATGAAA 50,2 100-135

R: CTCACTCACTCGCACCTAACC
Apl75 F: CCAATAGGCTAATTCAGAAGG 58,5 174-230

R: GCCTTATTTTGCGACTGAGG
Apl76 F: CCAACACAGGGCTTACCAAG 55,4 194-246

R: TCACCGATCCCACTTTTCC
Ag39 F: TGTAGTCAGCTGCTCCAAAA 52,1 150-190

R: ATGAAAGTTCACTTGAGCAAA
Agl40 F: TGACCGTTGGGGTTTTG 50,2 164-191

R: CAAACCCAAACACACGTCAC
Ap40 R: GTCAAGTGCTTCCTCCGATG 50,2 164-220

F: CTGTTTGATCGCCGCTATG
Ahl1 R: TTCCACCAAGGCAAGACTATG 57,3 140-204

F: AAATAATGGCATACTTGTGAACAATC

3.5 Analises Estatisticas

Para a andlise do sistema reprodutivo, foram selecionadas 14 familias, sendo
estabelecido um minimo de 40 filhos para cada uma das familias. Os genotipos Alqueire 1, V
14951, V 13330, V 6741, Sv 8311 e W 34b nao foram utilizados, pois as estimativas foram
priorizadas para familias que apresentaram tamanho amostral adequado. As cultivares
Belomonte ¢ BRS Mandobi, apesar de nao terem apresentado o padrao minimo de produgao
de sementes foram mantidas devido o interesse da informacdo para o programa de
melhoramento. A taxa de cruzamento foi avaliada com base no modelo de cruzamento misto

(RITLAND; JAIN, 1981), com o auxilio do programa MLTR (Multilocus Mating System
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Program) (Ritland, 2002), no qual foram estimados os seguintes pardmetros: taxa
populacional de cruzamento multiloco (,), taxa populacional de cruzamento loco simples (),
taxa de cruzamento entre aparentados (¢, = t, — ), coeficiente de endogamia na geragao
maternal (F),), correlagdo de paternidade (7,u)), correlacdo de ¢ entre progénies (7,) e
correlagdo de ¢ entre os locos (7).

O nimero de doadores de pdlen para cada progénie (1/7,(n) foi estimado seguindo a
metodologia descrita por Ritland (1989). As variancias das estimativas foram encontradas
pelo método Bootstrap, cujas plantas dentro das familias foram as unidades de reamostragens,
obtendo-se, entdo, os desvios padrio a 95% de intervalo de confianga e, com isso, a
significancia dos indices das taxas de cruzamento.

Foram avaliados os seguintes parametros de diversidade genética: heterozigosidade
esperada (H.) e heterozigosidade observada (H,), nimero de alelos por loco, contetido de
polimorfismo (PIC) pelo programa Tools for Population Genetic Analyses — TFPGA, versao
1.3 (MILLER, 1997). Foi calculada a distancia modificada de Rogers a partir da qual foi

realizado um agrupamento pelo método UPGMA.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Produc¢ao de Sementes e Germinacao

A produgdo de sementes variou entre as familias analisadas (Tabela 3). Foi observada
uma inesperada baixa produ¢do em alguns acessos, como no caso do BRS Mandobi,
anteriormente caracterizado por Assis (2013) como um destaque na producado de sementes. O
més do plantio pode ter interferido na quantidade de sementes produzidas, pois o més de
dezembro ¢ considerado como um periodo de maior dificuldade para estabelecimento da
cultivar e, consequentemente, afetando na producdo de sementes nos meses posteriores
(ASSIS, 2011).

Amarillo MG-100 foi o maior produtor de sementes (915 sementes), seguido do W 34,
com 795 sementes. Em estudo realizado por Damé et al. (1998) ao avaliar sete acessos em A.
pintoi foi observada uma grande variacdo na producdo de sementes, sendo que a cultivar

Amarillo MG-100 também apresentou a maior produg¢do de sementes. Variagdes na producao
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tém sido observadas em varios estudos (CARVALHO, 1996; ANDRADE; KARIA, 1997,
DAME et al, 1998; PIZARRO, 2001b; ROJAS et al., 2005), exemplificando que a

produtividade de sementes ¢ fruto da interacdo do genotipo com o ambiente.

Tabela 3 - Quantidade de sementes produzidas por familia, sementes plantadas, numero de progénies
obtidas e taxa de germinagio.

Familias cole toNr;Cdl(l)l tivar N° de sementes Sfal:llf:(;zss N° progénies Taxa gf;’n)linag:ﬁo
1 V 6727 392 59 42 71,2
2 Alqueire-1 38 38 18 474
3 V 14951 399 61 30 49,2
4 V 13330 663 60 3 5
5 V 6741 69 62 24 38,7
6 V 6784 249 61 43 70,5
7 W 34 795 60 45 75
8 W 647 127 86 40 46,5
9 V 5895 406 60 56 93,3
10 V 6740 149 102 45 44,1
no YR 455 120 64 533
12 V 13198 231 118 55 46,6
13 V 6791wt 593 61 50 82
14 Belomonte 10 10 2 20
15 Sv 8311 46 46 15 32,6
16 WY 463 63 48 76,2
17 BRS Mandobi 55 55 8 14,5
18 Amarillo MG- 915 60 46 76,7

100
19 V 13888 643 61 47 77
20 W 34 (B) 73 73 26 35,6
Total 6771 1316 707 53,7

Belomonte produziu a menor quantidade de sementes (10 sementes). Este resultado
era esperado para essa matriz, uma vez que ela ¢ propagada por estoldes por usualmente
apresentar baixa producdo de sementes (PAGANELLA; VALLS, 2002; PEREIRA et al.,
1999). Um fator que pode interferir na producdo de sementes dessa cultivar ¢ a
autoincompatibilidade, comportamento que ainda precisa ser melhor estudado, uma vez que
foi observado presenca de flores em numero semelhante aos demais gendtipos. Em A.

glabrata, Angelici et al. (2008) apresentaram a suspeita da ocorréncia desse mecanismo de
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autoincompatibilidade, o que justificaria a baixa produ¢do de sementes, ou mesmo a auséncia
delas.

A taxa de germinagdo variou entre as familias, onde a familia 9 (V 5895) apresentou a
maior taxa (93,3%). A menor taxa de germinagdo ocorreu na familia 4 (V 13330), com 5%.
Carrega et al. (2011) observaram variagdes na taxa de germinacdao em virtude da quebra de
dorméncia das sementes. Segundo esses autores, a utilizagdo do etileno garantiu melhores
resultados (74,5%) de germinacdo das sementes. Apesar da utiliza¢do do etileno no processo
de quebra de dorméncia e tratamento pré-germinativo, a taxa de germinacdo em algumas
familias foi inferior ao encontrado por Carrega et al. (2011).

Alguns fatores podem ter influenciado na formacao das sementes. Um desses fatores
foi um ataque de acaros ao BAG e aos vasos, que causou morte significativa da parte
vegetativa dos acessos. Com isso, 0s acessos deixaram de produzir flores durante o periodo de
recuperacdo. Pizarro (2001a) descreveu que desfolhar drasticamente a pastagem
aproximadamente seis meses apos o plantio, reduz significativamente a producdo de
sementes. Durante o periodo da germinacdo das sementes em casa de vegetacdo, foi
observado o ataque de acaros e fungos, o que pode ter interferido na germinacdo das

sementes, além de causar o enfraquecimento e morte de plantulas recém-germinadas.

4.2 Diversidade Genética das Matrizes

A anélise de oito marcadores microssatélites polimorficos em 14 acessos detectou um
total de 65 alelos, com média de 8,1 alelos/loco (Tabela 4). Otto (2007) utilizando 14 locos
microssatélites encontrou um total de 85 alelos em aproximadamente 70 genétipos, com
média de 8,5 alelos/loco. Palmieri et al. (2010) utilizaram 20 locos microssatélites e
encontraram 174 alelos em 33 acessos de A. pintoi, com média de 9,2 alelos por loco.
Angelici et al. (2008) encontraram um total de 249 alelos, utilizando 15 locos e 77 acessos da
seccdo Rhizomatosae. O maior numero de alelos encontrados por esses autores estad
relacionado ao maior numero de locos e genotipos utilizados.

Os valores de PIC (Contetido de Informagdao de Polimorfismo) variaram de 0,518
(Ap40) a 0,901 (Ag39), com média de 0,762 (Tabela 4). De acordo com a classificacdo de
Botstein et al. (1980), marcadores com valores de PIC superiores a 0,5 sdo considerados

altamente informativos. O loco Ag 39 (Figura 6), que destacou-se por apresentar o maior
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valor de PIC, foi desenvolvido a partir de uma sequéncia de Arachis glabrata. Esse valor
elevado de PIC deve-se ao fato de que as sequéncias flanqueadoras do motivo microssatélite
sdo conservadas mesmo em outras espécies dentro do género Arachis, ocorrendo variagcdo
somente no motivo repetido. Valor similar foi encontrado por Azévedo (2014), utilizando o
loco Ag39 observou valor elevado de PIC (0,92), indicando que este loco ¢ altamente

informativo e transferivel entre espécies correlacionadas.

Tabela 4 - Caracterizagdo dos locos quanto ao numero de alelos por
loco, heterozigosidade esperada (H,), heterozigosidade observada (H,)
e conteudo de informagdo de polimorfismo (PIC) para as 14 matrizes.

Loco N° de Alelos H, H, PIC
Ap40 6 0,537 0,571 0,518
Ahll 8 0,788 0,929 0,760
Ag39 15 0,934 0,857 0,901
Ah07 5 0,675 0,857 0,651
Ah21 6 0,828 1,000 0,799
Apl75 8 0,847 0,714 0,816
Ap176 8 0,870 0,929 0,839
Agl40 9 0,786 0,839 0,809
Média 8,125 0,790 0,830 0,762
Total 65 - - -

Foto: Jonatas C. de Oliveira

Figura 6 - Perfil do loco Ag 39 em gel de poliacrilamida (5%) com a matriz () e 24
progénies de amendoim forrageiro.
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A heterozigosidade esperada foi moderadamente alta para a maioria dos locos,
variando de 0,537 a 0,934, com média de 0,790. A heterozigosidade observada foi alta para a
maioria dos locos, variando de 0,571 a 1, com média de 0,830. Como o género Arachis ¢
considerado autégamo, esses valores foram maiores do que o esperado. Azévedo (2014)
encontrou valores de heterozigosidade esperada similares, variando de 0,33 a 0,92, com média
de 0,71. Entretanto, essa autora encontrou valores de heterozigosidade observada menores do
que os observados nesse estudo (0,07 a 0,80, com média de 0,33). Otto (2007), encontrou
valores de heterozigosidade observada variando de 0 a 0,870, com média de 0,640. Valores de
heterozigosidade observada maiores do que a heterozigosidade esperada ja foram observados
em estudos de diversidade genética na sec¢ao Caulorrhizae (PALMIERI et al., 2005; 2010).

Foram obtidas as distancias genéticas entre os genitores através do método de Rogers
modificado (Tabela 5) variando de 0,395 a 0,750. A menor distancia, 0,395 foi observada
entre os genotipos 10 e 18 (V 6740 e Amarillo MG-100), e entre os gendtipos 13 e 18 (V
6791wt e Amarillo MG-100). A maior distancia (0,750) foi observada entre os genotipos 7 €
14 (W 34 e Belomonte). Esses valores de distancias genéticas indicam uma baixa similaridade
entre W 34 e Belomonte. Palmieri et al. (2010) verificaram distancias genéticas variando de
0,064 a 0,566.

Foi obtido um agrupamento dos genitores com base das distancias genéticas, obtidas
pelo método de Rogers modificado (Figura 7). Os genotipos foram distribuidos em seis
grupos, mostrando alta similaridade. Os acessos V 6727 ¢ V 6784 formaram um grupo,
enquanto que os acessos V 6791wf, a cultivar Amarillo MG-100, V 6740 e W 674 formaram
outro grupo. As cultivares Belomonte ¢ BRS Mandobi ndo ficaram incluidas em nenhum
grupo, comprovando os dados da divergéncia morfologica entre elas.

Paganella e Valls (2002) fizeram o agrupamento de A. pintoi baseado em marcadores
morfologicos. Esses autores também encontraram os acessos V 6727 e V6784 como parte de
um mesmo grupo, juntamente com os acessos W 34 e V6791wf. Apesar de estar em grupos
separados nesse estudo, a proximidade entre esses acessos corrobora com os dados

encontrados por esses autores.
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Tabela 5 - Distancias genéticas obtidas pelo método de Rogers modificado e calculadas a partir de 8 locos
microssatélites e 14 genotipos.
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Figura 7 - Agrupamento gerado para oito microssatélites com 14 genotipos de A. pintoi pela
Distancia Modificada de Rogers e UPGMA.
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4.3 Taxa de Cruzamento

4.3.1 Taxa de Cruzamento Natural de A4. pintoi

Na andlise de taxa de cruzamento em Arachis pintoi, as estimativas das taxas de
cruzamento multiloco (#,) foi, 0,367, indicando 36,7% de fecundacao cruzada (Tabela 6). A
taxa de cruzamento uniloco (¢,) foi de 0,179, indicando 17,9% de cruzamento entre genotipos
nao aparentados. Tais resultados evidenciam um sistema de cruzamento misto (t<0,95) com
predominancia de autofecundacgdo. Coffelt (1989), que estudou cultivares de A. hypogaea a
partir de marcadores morfologicos, obteve taxa de cruzamento média de 1,9%. Knauft et al.
(1992), encontrou resultados que variaram de 1,5 a 8% em alguns acessos da cultivar
Valéncia de 4. hypogaea. A taxa de cruzamento encontrada neste trabalho (36,7%) foi maior
do que as relatadas por esses autores. Destaca-se que nenhum dos trabalhos anteriores utilizou
marcadores moleculares. Os dados encontrados no presente trabalho foram a partir de
estimativas diretas da genotipagem de cada progénie, onde foi possivel identificar cada alelo
maternal e parental.

A diferenga entre a taxa de cruzamento multiloco e uniloco (¢, — ) t€ém sido usada
para quantificar a ocorréncia de cruzamentos endogdmicos, ou seja, entre individuos
aparentados. A diferenca das taxas de cruzamento multiloco e uniloco foi positiva (0,188),
mostrando a ocorréncia de 18,8% de cruzamentos entre individuos aparentados. O cruzamento
entre parentes aumenta a endogamia nas populagdes, juntamente com a autofecundagao.

Os cruzamentos biparentais foram medidos pela correlacdo de paternidade multiloco
(7pm))> que mede a probabilidade de dois individuos ao acaso terem o mesmo doador de poélen,
sendo de 0,768 (Tabela 6). Esse alto valor para correlacdo de paternidade indica que grande
parte das progénies sdo aparentadas. A partir do coeficiente de paternidade ¢ possivel estimar
o nimero de individuos polinizadores por plantas (1/7,), ou seja, a média de individuos que
contribuiram com pdlen para uma planta materna. O niimero de individuos polinizadores foi
extremamente baixo (1,3). Penha (2014), estudando feijdo-fava (Phaseolus lunatus),
encontrou numero de individuos polinizadores de 1,12. Santos-Garcia et al. (2010), em estudo
realizado com Stylosanthes capitata e Stylosanthes guianensis, encontrou um numero médio

de individuos polinizadores de 2,24 e 5,524, respectivamente. Esses autores comentam que
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esse numero baixo de plantas que contribuiram com poélen pode ser devido ao florescimento
ndo sincronico entre as matrizes ¢ a distancia limitada de acao dos insetos polinizadores.

O coeficiente de endogamia na geragao maternal (F,,), foi negativo (-0,031) indicando
um baixo coeficiente de endogamia na gera¢do parental, sugerindo uma selecdo para

heterozigotos.

Tabela 6 - Estimativas da taxa de cruzamento da espécie 4. pintoi.

Parametros Estimativas  Desvio padrao

Coeficiente de endogamia na geracdo maternal (F,,) -0,031 +0,057
Taxa populacional de cruzamento multiloco (¢,,) 0,367 +0,076
Taxa populacional de cruzamento uniloco (#,) 0,179 +0,046
Taxa de cruzamento entre aparentados (¢, = t,, — £, 0,188 +0,045
Taxa de autofecundacao (s=1 - ¢,,) 0,633 -

Correlagao de paternidade multiloco (7)) 0,768 +0,158
Correlagdo de paternidade uniloco (7)) -0,215 +0,101
Correlagdo de ¢ entre progénies (7;) 0,481 +0,069
Correlagao de ¢ entre os locos (7,) 0,503 +0,104

A baixa taxa de endogamia pode ser confirmada pela grande quantidade de
heterozigotos na populacao estudada. Essa caracteristica ¢ desejavel para manutengdo da
variabilidade genética e a capacidade de adaptacdo e resposta as mudangas ou estresses do
ambiente, pois permite que as cultivares desenvolvidas a partir desses acessos sejam utilizadas
em condic¢des de clima variados, especialmente como ocorre no territdrio brasileiro.

Nao foram encontrados na literatura estudos avaliando a taxa de cruzamento de
espécies do género Arachis utilizando marcadores moleculares, especialmente microssatélites.
Estes resultados sdo inéditos e fornecem indicios de que os polinizadores podem influenciar
positivamente na taxa de cruzamento em A. pintoi. Esse estudo demonstra a importancia do
conhecimento do sistema reprodutivo, ndo sendo possivel generalizar o sistema de uma
espécie para as demais do género, uma vez que existem particularidades nos processos

reprodutivos.
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4.3.2 Estimativa da Taxa de Cruzamento Individual

Na analise da taxa de cruzamento multiloco, familias 14, 17, 10 (Belomonte, BRS
Mandobi e V 6740, respectivamente) apresentaram os maiores valores, 0,916, 0,864 e 0,792,
respectivamente. As familias 9, 11 e 18 (V 5895, V13196 e Amarillo MG-100,
respectivamente) apresentaram os menores valores, 0,168; 0,118 e 0,019, respectivamente.
Estes resultados demonstram a variacao da taxa de cruzamento entre as matrizes, dentro da
espécie A. pintoi. Entretanto, os resultados das familias 14 e 17 podem ndo expressar a taxa de
cruzamento real dos genitores, pois o numero de progénies analisadas foi muito pequeno
(duas e cinco progénies, respectivamente). Estes resultados fornecem indicios do
comportamento desses genotipos, porém pode ser necessaria a repeticdo da analise com um
nimero maior de progénies.

Na analise da taxa de cruzamento entre aparentados (Tabela 7), as familias 1, 10 e 12
(V 6727,V 6740 e V 13198, respectivamente) apresentaram os maiores valores, 0,355; 0,256
e 0,108, respectivamente. Esses valores positivos correspondem a existéncia de cruzamentos
entre parentes, comprovados pelas estimativas multilocos de ¢ maiores do que as estimativas
uniloco. Os menores valores foram obtidos para as familias 17, 11 ¢ 9 (BRS Mandobi, V
13196 e V 5895, respectivamente), 0,003; 0,006 e 0,028, respectivamente, evidenciando a
auséncia de cruzamento entre parentes.

Estes resultados demonstram a influéncia da agdo de polinizadores na taxa de
cruzamento das familias, onde foi possivel observar quais os genotipos mais propensos a
polinizagdo cruzada e quais possuem preferéncia por autopolinizacao. Além disso, um fator
que pode favorecer a fecundacdo cruzada ¢ a deiscéncia tardia das anteras. Knauft et al.
(1992) comentam que as taxa de cruzamento em torno de 8% encontradas em cultivares de 4.
hypogaea, pode ter sido influenciadas pela deiscéncia tardia das anteras. Entretanto, poucos
estudos tém sido realizados sobre a biologia floral do género Arachis, estando limitados a

POuUcCos aceSsos em cada SGCQQO.
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Tabela 7 - Estimativas da taxa de cruzamento para as familias. #,: taxa de cruzamento
multilocos; ¢, taxa de cruzamento uniloco; ¢, — ;: taxa de cruzamento entre aparentados; 1 - £,

taxa de autofecundagio.

N°do
Familias coletor/cultivar ¢, t, Ly -t 1-1¢,
1 V 6727 0,704 £0,071 0,349 +0,025 0,355 +0,054 0,296
6 V 6784 0,625 +0,154 0,521 £0,058 0,104 £0,144 0,375
7 W 34 0,173 0,074 0,224 +0,032 -0,051 +0,065 0,827
8 W 647 0,564 +0,062 0,768 £0,046 -0,204 +£0,045 0,436
9 V 5895 0,168 £0,065 0,141 +0,015 0,028 +£0,060 0,832
10 V 6740 0,792 +0,096 0,536 £0,041 0,256 £0,087 0,208
11 V 13196 0,118 +0,040 0,112+0,014 0,006 +0,031 0,882
12 V 13198 0,425 +£0,074 0,317 £0,017 0,108 £0,059 0,575
13 V 6791wf 0,309 +0,064 0,404 +£0,037 -0,095 £0,041 0,691
14 Belomonte 0,916 +£0,001 0,859 £0,002 0,057 £0,002 0,084
16 W 1000 0,265 +0,094 0,333 +0,041 -0,068 +0,085 0,735
17 BRS Mandobi 0,864 £0,193 0,861 £0,015 0,003 £0,187 0,136
Amarillo MG-
18 100 0,019 +0,000 0,276 £0,003 -0,257 £0,003 0,981
19 V 13888 0,266 +0,062 0,322 +0,044 -0,056 +0,040 0,734

A morfologia do estigma ¢ um fator que pode influenciar na germinagao do polen e
consequentemente na fecundagdo. Dentre as variacdes morfoldgicas, a presenca de tricomas
no bordo do estigma poderia configurar uma barreira para a chegada do pdlen ao estigma,
acarretando a baixa eficiéncia de cruzamentos intra e interespecificos artificiais na sec¢ao
Caulorrhizae (LU et al., 1990; PENALOZA, 1995; OLIVEIRA; VALLS, 2002; CASTRO et
al., 2005).

Assis et al. (2009) avaliaram o comprimento e densidade de tricomas no bordo do
estigma e sua relacdo com a produgdao de sementes em gendtipos da seccao Caulorrhizae.
Baseado nos gendtipos analisados por Assis et al. (2009), foi feita uma comparacao entre a
densidade e comprimento de tricomas, taxa de cruzamento multiloco e nimero de sementes
produzidas (Tabela 8).

Nao houve correlacdo entre os trés fatores, indicando que a taxa de cruzamento ¢ a
producdao de sementes ndo ¢ influenciada pela densidade e comprimento dos tricomas nas
familias analisadas. Possivelmente, a autoincompatibilidade seja o fator limitante mais
provavel na produ¢do de sementes. A taxa de cruzamento nao afetou o nimero de sementes
produzidas, uma vez que a familia 18 teve a menor taxa de cruzamento apesar de ser a maior

produtora de sementes. Porém, sdo necessarios estudos mais criteriosos desses aspectos, uma
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vez que ndo foi o objetivo principal desse estudo a comparacao entre a biologia floral e a taxa

de cruzamento.

Tabela 8. Comparacdo entre os parametros classe* (densidade e
comprimento de tricomas), taxa de cruzamento multiloco (¢,) e
numero de sementes produzidas em cada familia.

Familias Classe t N° sementes
1 1 0,704 £0,071 392
6 4 0,625 +0,154 249
9 1 0,168 £0,065 406
10 4 0,792 +0,096 149
12 1 0,425 +£0,074 231
13 1 0,309 +0,064 593
16 5 0,265 +0,094 463
17 8 0,864 +0,193 55
18 4 0,019 +0,000 915

*Classe 1: densidade baixa e comprimento curto. Classe 4: densidade
média e comprimento curto. Classe 5: densidade média e
comprimento médio. Classe 8: densidade alta e comprimento médio.

Com base nos resultados obtidos acredita-se que os acessos com maior taxa de
cruzamento, possivelmente sejam os mais indicados para o uso como matrizes em programas
de cruzamento visando a producdo de hibridos, pois podem ser mais receptivos aos
cruzamentos artificiais, obtendo maior sucesso. Entretanto, devem ser consideradas as
caracteristicas de interesse para o melhorista, pois a taxa de cruzamento indica apenas a
possivel receptividade dos acessos em cruzamentos artificiais. Além disso, sdo necessarios
novos estudos para a conservacao desse material em BAG, uma vez que as elevadas taxas de
cruzamento dos genotipos e a possibilidade de produgdo e germinacdo de sementes pode

ocasionar a segregacao de caracteres de interesse.
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5 CONCLUSOES

e A producdo de sementes variou entre os genotipos, sendo a cultivar Amarillo MG-100 a
maior e a cultivar Belomonte a menor produtora de sementes;

e A baixa taxa de germinacdo em algumas familias pode ser resultado da dorméncia e ma
formagao nas sementes;

e Os oito locos microssatélites foram eficientes para avaliar a taxa de cruzamento de
Arachis pintoi, com média de 8,1 alelos/loco;

e A heterozigosidade observada foi maior do que a esperada na maioria dos locos testados,
indicando a ocorréncia de um grande nimero de heterozigotos entre as matrizes;

e A estimativa da taxa de cruzamento (tm = 0,367) para A. pintoi indicou a presenca de um
sistema de cruzamento misto com predominancia de autogamia.

e A taxa de cruzamento individual identificou uma variacdo dentro da espécie A. pintoi,
desde acessos com predominancia de autogamia até acessos com preferéncia por
alogamia;

e A estimativa da taxa de cruzamento ¢ de grande importancia para o melhoramento, para a
multiplicagdo de sementes, para a manuten¢do dos bancos de germoplasma, e pode

auxiliar no planejamento de coletas.
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