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Resumo — O Arachis pintoi Krapov. & W.C. Gregory vem se destacando no uso consorciado
com pastagens devido ao seu potencial nutritivo e a capacidade de fixacao de nitrogénio no solo.
Atualmente, uma das restricdes para a expansado do uso dessa forrageira é o elevado preco
da semente. Para facilitar o processo de colheita e reduzir o custo, o presente estudo buscou
realizar a transferéncia do PEG (alongamento do ovario que liga o embrido a planta-mae) rigido
do amendoim comum (Arachis hypogaea L.), por meio de dois cruzamentos interespecificos, e a
genotipagem com marcador microssatélite. Dentre a analise de 229 progénies, n&o foi identificado
0 gendtipo hibrido. A dificuldade do cruzamento envolve a divergéncia das secgdes boténicas
e as ploidias entre as duas espécies. Diante do desafio bioldgico, estratégias adicionais séo
propostas ao programa de melhoramento como o uso da espécie diploide como receptor de pélen,
a duplicacado cromossémica de A. pintoi com colchicina antes da hibridacao, a fusdo de protoplastos
e também a expansao de novas combinacdes parentais em busca de maior compatibilidade.

Termos para indexagao: amendoim forrageiro, Fabaceae, poliploidia.

Introducéao

O uso do amendoim forrageiro (Arachis pintoi Krapov. & W.C. Gregory) consorciado com gramineas
vem se destacando como um importante procedimento para mitigar o desmatamento e garantir
um melhor desempenho na produtividade e sustentabilidade da pecuaria na regiao Amazonica
(Oliveira et al., 2019). A atividade de criacao de gado e outros animais (pecuaria) e o superpastoreio
sdo capazes de causar grandes impactos relacionados ao meio ambiente, como a degradacao do
solo e a eroséo (Wust et al., 2015). O amendoim forrageiro contém grande potencial econémico
pela sua alta capacidade de adaptagéo ao pastejo, contribuindo assim para impedir o processo de
degradagao do solo (Fialho, 2015). No estado do Acre, o uso da cultura apresentou um impacto
positivo de aproximadamente R$ 91 milhdes ao ano em pastagens consorciadas (Embrapa, 2019).

O Arachis pintoi possui a habilidade de fixagao de nitrogénio atmosférico no solo, enriquecendo seu
conteudo a baixo custo, além da aptidao em fornecer nutrientes importantes a dieta dos animais
como a alta quantidade de proteinas nas folhas e estoldes, variando de 13% a 18% e de 10% a
15%, respectivamente, fator importante na boa produgao de leite e no aumento da musculatura de
bovinos (Lima et al., 2003). O amendoim forrageiro pertence a ordem Fabales, familia Fabaceae e
secc¢ao Caulorhizae (Rincon et al., 1992; Silva, 2007). Contudo, ha adversidades para o fornecimento
e a expansao do uso do A. pintoi como forrageira, sendo a principal o esforgo de trabalho para a
colheita de sementes, por estarem dispostas abaixo do solo. Assim, o alto custo da produgéo da
semente representa um significativo gargalo a ser superado para a expansao do uso da cultura
(Valentim et al., 2009). O valor de mercado de 1 kg de sementes encontra-se na faixa de R$ 100 a
R$ 300 (Realpecuaria, 2020).
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Aintrogressao de genes entre espécies do género Arachis tem sido realizada desde 1940 e o grande
desafio da hibridizacéo € a diferencga na ploidia entre as espécies € nos tipos de cromossomos entre
as nove secgdes (Simpson, 2001; Favero, 2004). Apesar da divergéncia na estrutura cromossémica,
ha deteccédo de hibridagdo em cruzamentos interespecificos em Arachis (Krapovickas; Gregory,
1994).

Diferentemente dos frutos do amendoim comum, o amendoim forrageiro ndo apresenta PEG rigido
(alongamento do ovario que liga o embrido a planta-mae) e as sementes se desprendem da planta
adulta (Lima et al., 2003). Assim, a introgressao de genes relacionados a rigidez e maior espessura
do PEG do amendoim comum no amendoim forrageiro € uma meta do programa de melhoramento
da cultura para facilitar o processo de colheita dos frutos. Os cruzamentos interespecificos iniciaram-
se em 2019 no programa de melhoramento da Embrapa. Assim, o presente estudo propds auxiliar
o programa de melhoramento de amendoim forrageiro por meio da hibridagao interespecifica e a
certificagdo molecular.

Material e métodos

Dois cruzamentos foram testados: com o gendtipo 18.2001 (A. hypogaea L. 2n=4X=40) x W34
(A. pintoi 2n=2X=20) e entre BRS 421 (A. hypogaea L.) x W34. Os cruzamentos foram realizados,
por hibridacao artificial, em casa de vegetagdo da Embrapa Acre, em Rio Branco, AC, no periodo
de fevereiro a maio de 2019. Foram obtidas 177 sementes do primeiro teste e 52 do segundo
experimento, totalizando 229 amostras. As sementes foram plantadas em células de germinacéo e,
apos 15 dias, ja apresentaram foliolos para extracao do DNA. O DNA genémico de cada progénie foi
extraido com CTAB (Hoisington et al., 1994). Todas as amostras foram quantificadas em fluorimetro
Qubit (Thermo Scientific).

Apébs a extragdo de DNA, a reacdo de amplificacao foi realizada de acordo com os parametros:
solugéo tampéo 1X; 2,0 mM de MgCl,; 0,25 mg mL" BSA (albumina sérica bovina); 0,25 mM dNTP
(desoxirribonucleotideos livres); 0,8 uM de primers (iniciadores); 1 U de enzima Taq DNA polimerase;
e 7,5 ng yL' das amostras de DNA. Os ciclos de amplificagao foram: 94 °C por 5 minutos, seguindo-
se 30 ciclos a 94 °C por 1 minuto para a desnaturagdo, 1 minuto na temperatura de anelamento
com a temperatura adequada e especifica para cada iniciador e, por fim, a fase de extensao a
72 °C por 1 minuto; apos os 30 ciclos uma extenséo final por 5 minutos (Campos et al., 2016). Foi
utilizado o marcador microssatélite Ap(CT)68. Esse loco apresenta polimorfismo para a deteccao
por genotipagem de progénie hibrida.

O marcador microssatélite possui comportamento codominante, o que significa que é capaz de
detectar tanto homozigotos quanto heterozigotos, facilitando assim a identificacdo de hibridos
(Abad et al., 2014). Para verificar a amplificagcao utilizou-se a técnica de eletroforese. Os produtos
de amplificagdo foram aplicados em gel de agarose 3% em TBE 1 X e migrados a 80 V, por 1 hora.
Apos a corrida eletroforética, o gel foi fotografado em transiluminador com luz ultravioleta (Campos
et al., 2016).

Resultados e discussao

A identificacdo da hibridacdo ou cruzamento consistiu no reconhecimento, por meio do uso de
marcador microssatélite, dos alelos na progénie e a comparagao com os perfis dos genitores usados
(Ferreira et al., 2012). A extracao e diluicgado do DNA ocorreram sem falhas para a produg¢ao dos
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amplicons. O DNA extraido apresentou qualidade e alto grau de pureza, o que foi fundamental para
a reacao de amplificacdo e posteriormente a analise em eletroforese (Campos et al., 2016; Hepp;
Nonohay, 2016). Portanto, a metodologia de genotipagem em eletroforese horizontal encontra-se
bem estabelecida e pode ser estendida para analises da rotina do programa de melhoramento.

A proposta inicial do projeto era analisar 100 amostras. Como nao foi obtido hibrido na amostragem,
mais 129 sementes foram germinadas para aumentar a chance de detectar hibridos. Dentre as 229
progénies analisadas nao ocorreu a identificacao de hibridos (Figura 1).

Foto: Luciélio Manoel da Silva

Figura 1. Imagem da genotipagem em gel de agarose de oito progénies do teste do cruzamento
entre BRS 421 (Arachis hypogaea) x W34 (Arachis pintoi).

L = Marcador de peso molecular 50 pb.

Aanalise da migracao dos fragmentos de DNAem gel de agarose, diante do processo de eletroforese,
identificou alelos somente com peso molecular conforme a banda da planta-mae, A. hypogaea L.
(BRS 421). Isso significa que ocorreu somente autofecundacg&o, caracteristica reprodutiva
predominante no género Arachis spp. (Krapovickas; Gregory, 1994; Oliveira, 2015). Sem a
confirmagao do cruzamento entre as espécies ndo se tem ainda a introgressédo da caracteristica
de interesse, PEG rigido, nas progénies. Esse fato pdde ser comprovado por meio da utilizagéo
do marcador microssatélite, por apresentar o comportamento codominante e ser altamente
informativo, uma vez que possui a capacidade de detectar quando ha tanto homozigosidade quanto
heterozigosidade, muito comum em testes de parternidade (Favero, 2004; Weiler et al., 2009).

O resultado corrobora com a literatura, uma vez que a hibridagdo entre A. pintoi e A. hypogaea
nao foi obtida em outros estudos (Gregory; Gregory, 1979; Favero, 2004; Custodio, 2009). Apesar
de pertencentes ao mesmo género, sdo espécies de secgdes botanicas distintas: Caulorhizae e
Arachis. Neste estudo, um provavel fator para a dificuldade do cruzamento entre A. hypogaea e
A. pintoi se da justamente por apresentarem diferencas entre ploidia tetraploide (4X) e diploide (2X)
(Simpson, 2001; Favero, 2004), além da composi¢ao genémica distinta entre genomas AABB e CC
(Zhuang et al., 2019). Arachis hypogaea tem como origem dois ancestrais diploides (A. duranensis
(AA) e A. ipaensis (BB)) que ndo apresentam a mesma estrutura de PEG rigido do amendoim
comum (Fonseca, 2007).

Outro fato que deve ser considerado é a instabilidade genémica de um hibrido triploide. Esse
individuo poderia apresentar mitoses anormais no desenvolvimento embrionario, podendo causar a
eliminagdo de cromossomos (aneuploidias) ou mesmo a eliminagédo de conjuntos de cromossomos
de um dos pais (Abreu, 2008). Assim, um hibrido poderia ter sido obtido no processo de hibridacao,
mas néo resistiu a etapa de desenvolvimento até a producao de folhas jovens para extracao de
DNA.
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Devido ao impacto que a transferéncia dessa caracteristica traria na producado de sementes de
amendoim forrageiro, outras estratégias ainda serao testadas no programa de melhoramento. Duas
estratégias ja estdao em andamento com a duplicagdo cromossOmica de A. pintoi, por meio do
tratamento com colchicina (Barbosa et al., 2007), e o uso de receptor de pélen (o material diploide).
Adicionalmente propde-se também o uso da técnica de fusdo de protoplastos (Soriano, 2010) e a
busca de compatibilidade em outras combinagdes de cruzamentos entre os gendtipos parentais
(Ferreira et al., 2012).

Conclusoes

O hibrido entre amendoim forrageiro e amendoim comum ainda nao foi obtido, porém a metodologia
molecular de certificacdo mostrou-se rapida e eficaz. Diante dos ganhos a serem obtidos com a
introgressao da caracteristica do PEG rigido, novas estratégias devem ser abordadas no programa
de melhoramento.
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