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Resumo: Arachi pintoi é uma leguminosa de grande interesse agropecuario devido a alta producdo de
forragem, capacidade de fixar nitrogénio e boa tolerancia ao sombreamento. Através da técnica de
hibridacéo, a variabilidade genética da espécie pode ser utilizada em programas de melhoramento para
geracdo de novos cultivares. A natureza codominante e multialélica dos marcadores microssatélites faz
com que estes sejam ideais para o estudo de identificagdo molecular de cruzamentos. O objetivo desse
trabalho foi selecionar um conjunto polimdrfico de locos microssatélites para certificar hibridagdo em
cruzamentos de A. pintoi. A partir de um conjunto de vinte e um marcadores foi possivel selecionar
seis locos com adequado padrdo de leitura. Estes marcadores foram utilizados na genotipagem de 59
progénies de um cruzamento de amendoim forrageiro a partir de dois acessos selecionados do Banco
de Germoplasma da Embrapa Acre. Foi possivel identificar sete hibridos. A porcentagem de sucesso
da hibridacdo foi de 11,8%. Os individuos hibridos identificados serdo utilizados no programa de

melhoramento da espécie para o desenvolvimento de cultivares.
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Introducao

O Arachis pintoi é uma espécie nativa do Cerrado do Brasil. E uma leguminosa perene, que se
propaga através de semente, estoldo ou coroa com parte da raiz. A espécie é adaptada a solos &cidos e
de baixa fertilidade, e possui caracteristicas como alta producdo de forragem de boa qualidade, alta
capacidade de fixar nitrogénio e boa tolerancia ao sombreamento (ANDRADE & VALETIM, 1999).
De acordo com a literatura, as espécies do género Arachis sdo autdgamas, com fluxo génico limitado a
pequenas populacbes (OLIVEIRA & VALLS, 2003). O melhoramento genético do amendoim
forrageiro se baseia na técnica de hibridacdo artificial para acessar a variabilidade genética. No
entanto, a certificagcdo dos cruzamentos por meio de caracteristicas morfologicas se torna praticamente
impossivel devido a limitagcdo dos marcadores fenotipicos. A certificacdo dos cruzamentos por meio de
marcadores microssatelites € extremamente promissora, ja que esse tipo de marcador molecular é

extremamente polimorfico e caracteriza-se por ser amplamente distribuido no genoma eucariotico
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(WEBER & MAY, 1989). O objetivo desse trabalho foi selecionar um conjunto polimérfico de locos
microssatélites para certificar a hibridacdo entre cruzamentos de A. pintoi realizados no programa de

melhoramento da Embrapa Acre.

Material e Métodos

Vinte e um marcadores microssatélites descritos na literatura (PALMIERI et al., 2002;
MORETZSOHN et al., 2005) foram testados e otimizados quanto a temperatura de anelamento. Foram
utilizados nove gendtipos (Apl, Ap8, Ap53, Ap56, Ap6l, Ap64, Ap75, Ap77 e Ar67) avaliados e
selecionados a partir do Banco de Germoplasma do Amendoim Forrageiro localizado na Embrapa
Acre para a caracterizagdo dos locos. Os locos selecionados foram utilizados para a identificagéo de
hibridacéo entre dois acessos (Ap77 e Ap8) em uma progénie com 59 individuos. A extracdo do DNA
seguiu os procedimentos descritos por Hoisington et al. (1994). As reacbes de amplificacdo seguiram
as seguintes condicdes: 1 min a 94C° 30 ciclos de [1 min. 94°C, 1 min. a Ta especifica, 1 min a 72°C],
seguidos de 5 min a 72°C. Os produtos de amplificacdo foram visualizados em agarose (3%) e
aplicados em gel de poliacrilamida desnaturante (6%) p/v, usando ladder de 10 pb (Invitrogen) como
marcador de peso molecular. Em seguida, foi realizada a coloracdo de nitrato de prata. As estimativas
de Conteldo de Informacdo de Polimorfismo (PIC), heterozigosidade esperada (Hg) e observada (Ho)

foram analisados no software TFPGA.

Resultados e Discussao

Dos 21 locos, seis foram selecionados com base no melhor perfil de amplificacdo e
informatividade. A temperatura de anelamento dos locos variou de 45°C a 59°C. Os demais locos
obtiveram uma amplificacao inespecifica. Desse conjunto, quatro locos foram desenvolvidos com base
em sequéncias especificas para A. pintoi, e os outros dois locos sdo de A. glablata e A. hypogaea
(Tabela 1). A amplificacdo de locos por transferibilidade evidencia que a regido franqueadora da
sequéncia microssatélite € conservada entre essas especies. Os valores de heterozigosidade esperada
variaram de 0,767 a 0,883, e 0s de heterozigosidade observada variaram de 0,719 a 0,828. Os valores
de PIC variaram de 0,599 a 0,855. Através dos seis locos SSRs selecionados foi possivel identificar

hibridos na progénie genotipada. Das 59 progénies analisadas, a hibridacdo foi positiva para sete
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individuos, sendo as demais provenientes de autofecundacdo do acesso utilizado como mée do
cruzamento. Através da variacdo alélica entre diferentes locos utilizados, foi possivel concluir que dos
sete individuos hibridos, quatro sdo de geracdo F; e trés de geracdo F, (Figura 1). A porcentagem de
sucesso da hibridacdo foi de 11,8%. A baixa taxa de sucesso pode ser explicada pela biologia
reprodutiva da planta, predominantemente autdégama, dificultando a ocorréncia de cruzamentos

artificiais.

Tabela 1: Locos microssatélites selecionados no estudo. Ag (Arachis glablata), Ap (Arachis pintoi), Ah (Arachis

hypogaea) Ta (Temperatura de anelamento), He (Heterozigosidade esperada), H, (Heterozigosidade observada) e PIC.

Loco Motivo Ta (°C) He Ho PIC
Ag140 (GA) 45 0,719 0,875 0,681
Apl75 (AG),, 45 0,633 0,750 0,599
Apl76 (AG)1g 48 0,915 0,864 0,855
Apl52 (AG),4 45 0,883 0,828 0,809

Ap40 (TC)yy 45 0,836 0,833 0,834

Ah11 (TTA)s5 59,4 0,867 0,833 0,840

Figura 1. Genotipagem de um cruzamento de amendoim forrageiro com o loco microssatélite Ap152. P: genitor masculino;
M: genitor feminino; Filhos 1, 2, 3 e 10: provenientes de autofecundacdo da mée; Filhos 4, 5, 7 e 8: hibridos de geragao F;
Filhos 6, 9 e 11 hibridos de geracéo F,.

Concluséao

Os locos microssatélites selecionados nesse trabalho serdo utilizados em rotina para a
identificacdo molecular de ensaios de hibridacdo de amendoim forrageiro, certificando os
cruzamentos. A baixa taxa de hibridagcdo encontrada no cruzamento estudado estd de acordo com a

biologia reprodutiva da planta, com baixa taxa de reprodugéo cruzada. Os sete hibridos identificados



Recursos
G

representam novos materiais genéticos com potencial para ser explorado no programa de

melhoramento do amendoim forrageiro realizado pela Embrapa Acre.
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