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RESUMO GERAL

Os graos de amaranto (Amaranthus cruentus) sdo altamente nutritivos e contém
elevados teores de célcio e ferro. O amaranto apresenta alto poder energético, facil
digestdo e pode ser utilizado em farinhas especiais, livres de glaten, ampliando o
mercado de produtos nutritivos para celiacos. Estudos conduzidos pela Universidade de
Brasilia em campo de producéo de A. cruentus, cultivar BRS Alegria, infestado com a
espécie silvestre invasora A. viridis, evidenciou a presenca de plantas diferenciadas e
com caracteristicas intermediarias entre as duas espécies. Desta forma, estudos tém sido
conduzidos para confirmar a ocorréncia de cruzamento interespecifico e a producéo de
hibridos de interesse para o melhoramento genético de A. cruentus. Hibridagdo
interespecifica é uma importante ferramenta que possibilita a introgressédo de genes de
interesse em espécies cultivadas, ampliando variabilidade genética. O presente estudo
teve como objetivo avaliar as caracteristicas biométricas e germinativas das sementes de
A. viridis, A. cruentus e seu provavel hibrido interespecifico. Para tanto foram avaliadas
sementes coletadas de 36 plantas de A. viridis, A. cruentus e do hibrido entre elas
colhidas em 2015, na area experimental da Fazenda Agua Limpa, Universidade de
Brasilia. As plantas hibridas apresentavam em sua morfologia combinacdo de
caracteristicas e de sementes da respectiva espécie cultivada e silvestre, dentre elas,
destacaram-se a mancha na folha, tipica de A. viridis, a coloragdo vermelha do caule e
da inflorescéncia, tipicos de A. cruentus, ramificacdo da inflorescéncia tipica de A.
viridis. As sementes foram obtidas por trilha manual, secadas para atingir 13 % de
umidade e armazenadas em cdmara fria. Realizou-se a biometria das sementes com o
auxilio de lupa Leica EZ4 HD e do programa LAS EZ (Leica Aplication Suite, versdo
3.2.1). Foram determinados o comprimento, largura e a espessura de 50 sementes de
cada uma das 36 plantas, sendo o comprimento da semente medido a partir do hilo em
direcdo a extremidade oposta. Para o peso de mil sementes foi realizada a contagem, ao
acaso, de oito repeti¢des de 100 sementes, pesadas em balanga analitica e calculando-se
a variancia, o desvio padrdo e o coeficiente de variacdo dos valores obtidos nas
pesagens. Para os testes de germinagdo, e indice de velocidade de germinagédo (IVG)
foram utilizadas quatro repeticfes de 50 sementes de cada tratamento, semeadas em
duas folhas de papel mata borrdo (germitest), com trés vezes o seu peso em agua
destilada, colocados no interior de caixas plasticas do tipo gerbox. As caixas foram
mantidas em camara de germinacédo tipo B.O.D. regulada a temperatura de 20°C. Os
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resultados obtidos demonstraram que existe alta variabilidade entre as 36 plantas, pois
apresentaram diferenca significativa no comprimento e espessura das sementes para
todos os individuos avaliados. A estimativa do tamanho do genoma foi realizada por
citometria de fluxo, utilizando-se tamp&o Marie e Pisum sativum, como padréo interno
de referéncia. Cromossomos metafasicos foram obtidos por fragmentos de pontas de
raizes com aproximadamente 5 mm de comprimento, correspondente ao meristema
radical dos tratamentos controle (Amaranthus cruentus cv BRS Alegria e A. viridis) e
do hibrido interespecifico, para analise de ploidia, utilizando-se citometria de fluxo. O
peso de mil sementes variou entre 354,3 e 923,7 mg, verificando-se correlacdo positiva
entre coloracdo e o peso de mil sementes, sendo que as plantas com sementes escuras
apresentaram sementes mais leves, quando comparadas com aquelas de sementes claras,
tipicas de A. cruentus. A germinacdo também apresentou efeitos ligados a coloracéo da
semente, onde as sementes escuras apresentaram uma germinacao tardia, por provavel
impermeabilidade da testa. Os valores do contetdo de DNA variaram de 0,99 pg a 1,27
pg, sem apresentar diferenca estatistica. A amostra 21 apresentou menor contetdo de
DNA em uma de suas repeticOes, entretanto ao realizar a contagem cromossémica
apresentou 2n = 34, igualmente a A. cruentus e A. viridis. A obtencédo de hibridos férteis
sugere que as espécies A. cruentus e A. viridis apresentam proximidade genémica.
Estudos adicionais se fazem necessarios para elucidar a relagcdo entre as espécies e

possivel uso no melhoramento genético.

Palavras-chave: Amaranto; hibrido interespecifico; coloracdo de semente; morfologia

da planta.
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ABSTRACT

Grains of amaranth (Amaranthus cruentus) are highly nutritious and contain high levels
of calcium and iron. Amaranth has high energetic power, easy digestion and can be used
in special flours, gluten-free, expanding the market of nutritious products for celiacs.
Studies carried out by the University of Brasilia in A. cruentus production field, BRS
Alegria, infested with the invasive wild species A. viridis, evidenced the presence of
differentiated plants with intermediate characteristics between the two species. Studies
have been conducted to confirm the occurrence of interspecific crosses and the
production of hybrids of interest for the genetic improvement of A. cruentus.
Interspecific hybridization is an important tool that allows introgression of genes of
interest in cultivated species, increasing genetic variability. The present study aimed to
evaluate the biometric and germinative characteristics of A. viridis, A. cruentus and its
probable interspecific hybrid. Seeds collected from 36 plants of A. viridis, A. cruentus
and from the hybrid harvested in 2015, in the experimental area of Fazenda Agua
Limpa, University of Brasilia, were evaluated. Hybrid plants had a combination of
characteristics and seeds of the respective cultivated and wild species, such as A. viridis
leaf spot, red stem and inflorescence, typical of A. cruentus, ramification of the typical
A. viridis inflorescence. The seeds were threshed by hand, dried to 13% humidity and
stored in a cold room. Seed biometry was performed using the Leica EZ4 HD magnifier
and the LAS EZ program (Leica Aplication Suite, version 3.2.1). The length, width and
thickness of 50 seeds of each of the 36 plants were determined, the length of the seed
being measured from the wire towards the opposite end. For the weight of one thousand
seeds, we counted, at random, eight replicates of 100 seeds, weighed in analytical
balance and calculating the variance, the standard deviation and the coefficient of
variation of the values obtained in the weighings. For germination and germination rate
(IVG) tests, four replicates of 50 seeds of each treatment were used, sown on two sheets
of germitest paper, with three times their weight in distilled water, placed in the Interior
of gerbox plastic boxes. The boxes were kept in a germinating chamber (B.O.D.)
Regulated at a temperature of 20 ° C. The results showed that there is a high variability
among the 36 plants, as they showed a significant difference in seed length and
thickness for all individuals evaluated. Genome size estimation was performed by flow
cytometry, using the Marie and Pisum sativum buffer, as the internal reference standard.

The metaphase chromosomes were obtained by fragments of root tips approximately 5
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mm long, corresponding to the radical meristem of the control treatments (Amaranthus
cruentus cv BRS Alegria and A. viridis) and of the interspecific hybrid, for ploidy
analysis, using flow. The one thousand seed weight ranged from 354.3 to 923.7 mg,
with a positive correlation between staining and the weight of one thousand seeds. The
seeds with dark testa presented lighter seeds when compared to those with light color
testa, Typical of A. cruentus. The germination also showed effects related to seed
coloration, where the dark seeds had late germination, due to probable impermeability
of testa. The values of the DNA content varied from 0.99pg to 1.27pg, without
presenting statistical difference. Sample 21 had the lowest DNA content in one of its
replicates. However, when performing the chromosome count, it was 2n = 34, similarly
to A. cruentus and A. viridis. The fertile hybrids suggest that A. cruentus and A. viridis
present genomic proximity. Further studies are needed to elucidate the relationship

between species and possible use in breeding.

Keywords: Amaranth; Interspecific hybrid; Seed coloration; Plant morphology.
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1- INTRODUCAO GERAL

O amaranto destinado a producédo de gréos reune espécies originaria e domesticadas
na America Tropical, representadas por Amaranthus caudatus, A. cruenthus, A.
hypochondriacus e A. hybridus (STALLKNECHT; SCHULZ-SACHAEFFER, 1993).
Sua utilizacdo como alimento remonta ha milénios, por ser um gréo rico em proteinas
ou como hortalica folhosa (PUTNAM et al., 1989). A producdo vem aumentando
consideravelmente em todo o mundo pois a cultura é capaz de se desenvolver em solos
pobres e ainda pouco atacada por doencas e pragas (DA COSTA; BORGES, 2007).

O amaranto tem mostrado adaptabilidade as condi¢des climaticas e edafologicas do
Brasil Central (TEIXEIRA; SPEHAR; SOUZA, 2003). Como resultado do interesse no
desenvolvimento desta cultura no Brasil, a Embrapa Cerrados, em Planaltina, DF, em
cooperacdo com a Universidade de Brasilia, tém trabalhado na insercdo desta cultura no
Brasil desde 1994. Resultados bastante promissores foram obtidos com o Amaranto
cruentus, BRS Alegria (ASCHERI; CARVALHO; SPEHAR, 2004), que em sucessdo
aos cultivos de verdo, em auséncia de estresse hidrico e irrigado na entressafra,
apresentou producdes de biomassa e grdos em nivel competitivo. Essas duas
caracteristicas, associadas ao curto periodo da emergéncia a maturagdo, a tornam um

componente potencial do sistema plantio direto (SPEHAR et al., 2003).

Em amaranto BRS Alegria, novas combinacgdes genotipicas com adaptabilidade ao
Cerrado se originam de cruzamentos naturais, ensejando avangos no melhoramento
genético (SANTOS, 2011). Paralelamente ao cultivo de amaranto comercial observa-se
0 cruzamento de plantas invasoras do género Amaranthus. Apesar das fases de
crescimento e de desenvolvimento apresentarem baixa coincidéncia, é possivel que
durante a floracdo haja intercdmbio de pdlen. Cruzamentos entre espécies cultivadas e
de plantas invasoras podem tornar-se um problema ou uma oportunidade, dependendo
do uso que se faga dos hibridos (SPEHAR, 2003a).

Dessa forma cruzamentos naturais entre Amaranthus cruentus e A. viridis podem
resultar em recombinantes com alelos favoraveis a sua adaptacdo ao cultivo nas
condicbes do Cerrado. Spehar (2003a) observou, pela primeira vez, possiveis

cruzamentos interespecificos de A. viridis em campo de amaranto BRS Alegria.



Além disso, a transferéncia de genes de espécies silvestres para espécies cultivadas
via hibridacdo interespecifica é de grande interesse para a formacdo de novos
recombinantes, ampliando-se a variabilidade e o potencial genético das espécies.
Parentes silvestres de plantas cultivadas representam verdadeiros reservatorios de genes
Gteis que podem ser devidamente explorados, se transferidos para as espécies cultivadas
(BOREM, 2005). A hibridagdo interespecifica € uma importante ferramenta para a
introgressdo de genes de interesse em variedades cultivadas. Dessa maneira,
complementam-se as caracteristicas comerciais da espécie cultivada, com um ou mais
fatores desejaveis provenientes dos materiais silvestres, como resisténcia a fatores
abioticos (seca) e bioticos (micro-organismos patogénicos e insetos-praga). Outra
consideracdo importante sobre a hibridacdo interespecifica relaciona-se com a ampla
variabilidade genética geralmente obtida nas geracGes subsequentes (SIQUEIRA,;
FONSECA; SONDHAL, 1988).

Diversas técnicas podem ser utilizadas na identificacdo desses hibridos, desde as
baseadas em caracteres morfologicos, até as citogenéticas, citometria de fluxo
(DOLEZEL, 1997), analises bioguimicas com sistemas isoenzimaticos (ABDULLAH et
al., 1990), bandeamento cromossdmico (SOARES FILHO et al., 1997), entre outras.

Ao longo dos anos de 2014 e 2015 foram coletadas na area de multiplicacdo de
sementes da Fazenda Agua Limpa, Universidade de Brasilia, exemplares de possiveis
cruzamentos entre Amaranthus cruentus e A. viridis. Indicativos de hibridos naturais
foram baseados na coloracao da planta, na presenca de mancha na folha (A. viridis) e na
conformacdo da panicula. Baseado nessas informagdes, o presente trabalho visa estudar
0 possivel cruzamento natural entre Amaranthus cruentus cv BRS Alegria e a espécie
silvestre, infestante de areas agricolas Amaranthus viridis. Espera-se 0 aporte genético
da espécie invasora, com flexibilidade adaptativa frente as alteracbes ambientais de
cultivo, conferindo capacidade de competicdo e sobrevivéncia (PITELLI, 1987),

contribua com genes de maior adaptabilidade a A. cruenthus.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- HISTORICO, USO E INTRODUCAO DA CULTURA DE AMARANTO NO
BRASIL

No periodo pré-colombiano o grdo de amaranto foi um dos alimentos basicos do
Novo Mundo, tdo importante quanto o milho e o feijdo (NATIONAL RESERCH
COUNCIL, 1984). Espécies do género Amaranthus tém sido utilizadas como hortalica
na América e em outras partes do mundo por muitos povos, mesmo antes da sua
domesticacdo, conforme evidenciado por achados arqueologicos (TAPIA, 1990). Em
regibes tropicais e subtropicais o amaranto tem sido considerado importante,
especialmente por suas folhas, sendo cultivado e utilizado conjuntamente com milho,
feijdo e abobora pelos Astecas, no Vale do México, Maias na Guatemala e os incas na
América do Sul. No Peru, Bolivia e Equador, era consumido junto com a batata, milho e
quinoa (MUJICA; BERTI; IZQUIERDO, 1997).

O género Amaranthus tem uma longa histéria de uso, seja como uma planta com
fins ritualisticos, seja como alimento. Sua utilizacdo como planta ornamental é também
um fato recente. O nome “Amaranthus” deriva do grego “amarantos”, que significa
"imperecivel", € uma referéncia adequada para longa duracdo da cor das inflorescéncias
que pode variar entre vermelho profundo, verde ou amarelo (TOADER; ROMAN,
2009). O amaranto tem sido considerado como objeto de valor cultural por vérias
civilizacBes, estando presente, em muitos paises, utilizado ao mesmo tempo como
planta medicinal, nutricional e alimenticia (SANTOS; COSTA, 2007).

O amaranto se destaca por suas caracteristicas nutricionais nos graos e outras
partes da planta. As folhas, brotos e talos tenros sdo consumidos na forma de molhos ou
sopas, cozidos, como um prato principal ou mesmo in natura. Plantas trituradas tém sido
usadas como forragem para o gado. As inflorescéncias podem ser usadas como
componente ornamental. O amaranto ndo pertence a familia das gramineas, por
conseguinte, ndo é considerado um cereal. No entanto, os grdos por apresentarem
caracteristicas semelhantes, na composi¢do do grao, tem sido denominado pseudocereal
(BRIEN; PRICE, 2008).

O gréo de amaranto é usado na alimentacdo humana, de varias maneiras: como

pipoca, em flocos como aveia ou moido na forma de farinha, para uso na producéo em



pdes, macarrdo, panquecas, cereais, granulados, cookies ou em outros produtos a base
de farinha (PUTNAM et al., 1989). E também utilizada como cobertura vegetal para a
protecdo do solo e, quando cultivada em associagdo com outras culturas, auxilia na
absorcdo de nutriente, devido sua capacidade de extrai-los a uma profundidade maior
(DA COSTA; BORGES, 2007).

Por ndo ser originaria do Brasil, a planta e o grdo tém sido pouco estudados,
apesar de haver demanda interna, seu consumo ndo é mensurado. Existe, entretanto, um
esforco técnico-cientifico entre diversos institutos de pesquisa, no sentido de adaptar
trés espécies graniferas americanas aos solos e ao clima do Cerrado brasileiro
(AMAYA-FARFAN, J.; MARCILIO, R. ; SPEHAR, 2005), e assim viabilizar o cultivo

do amaranto em escala.

As espécies A. caudatus, A. cruentus e A. hypochondriacus tém sido alvo de
diferentes estudos em virtude de suas caracteristicas nutricionais e requerimentos para
producdo. O amaranto apresenta grande potencial para se tornar cultura valorizada e
integrada aos sistemas de cultivo tradicionais ou modernos (TEIXEIRA; SPEHAR;
SOUZA, 2003). O género Amaranthus, apresenta mais de 60 espécies, dentre elas
Amaranthus cruentus da qual se obteve a cultivar BRS Alegria, primeira cultivar
recomendada no Brasil (SPEHAR et al., 2003).

Dadas as caracteristicas agronémicas, nutricionais e medicinais, 0 amaranto
apresenta-se como uma cultura agricola que podera minimizar, num futuro préximo, as
deficiéncias alimentares existentes em regifes pobres de muitos paises em
desenvolvimento (DA COSTA; BORGES, 2007).

2.2- DOMESTICACAO DO AMARANTO

A composicao genética atual das diversas culturas é o resultado da domesticacdo
e melhoramento a que elas foram submetidas durante séculos. Dois dos principais
fatores da evolucdo, a recombinacdo e a selecdo, tém sido intensivamente utilizados
pelos melhoristas com o emprego de métodos refinados desenvolvidos na primeira
metade deste século. As mutacdes, o terceiro grande fator da evolucéo, s&o instrumentos
adicionais, capazes de auxiliar os métodos convencionais de melhoramento para o

aumento da variabilidade genética das espécies (DUVICK, 1986).



O amaranto granifero foi domesticado na América ha mais de 6.000 anos pelas
civilizagdes que nela se desenvolveram, tendo dispersado para outras partes do mundo
(SAUER, 1993). O inicio da domesticacdo foi documentado nos depoésitos de polen,
descobertos em levantamentos antropolégicos, apesar da dificuldade em discrimina-los
entre outras espécies afins. Assim, descobriu-se que, antes da origem da agricultura, tal
qual se conhece na atualidade, algumas espécies de amaranto floresciam nos campos
préximos a aldeias na pré-historia (MUJICA; BERTI; IZQUIERDO, 1997).

Domesticacdes pré-histdricas de variedades diferentes de amaranto ocorreram de
forma independente na Asia e nas Américas. Na Asia espécies foram selecionadas
principalmente como hortalicas, de crescimento répido e folhas macias, sem o
desenvolvimento grandes inflorescéncias ou grande producdo de sementes. Nas
Américas, a selecdo foi diferenciada, principalmente, para o aumento da producédo de
grdos (SAUER, 1993).

Segundo Muijica et al. (1997), para a domesticacdo do amaranto o fator decisivo
foi a selecgdo, pelos antigos agricultores, que aproveitaram formas mutantes de sementes
claras, a partir daquelas de coloracdo escura e dormentes, predominantes nos tipos
silvestres. Essa selecdo possibilitou agregar outras caracteristicas de interesse para o ser

humano como tipo de planta, tamanho e formato de inflorescéncia e grdos maiores.

As espécies selvagens americanas incluiam algumas plantas de porte alto com
inflorescéncias relativamente grandes. As variedades selecionadas, eram mais robustas e
com enormes inflorescéncias. Em ambas as cultivares, asiaticas e americanas,
selecionaram-se mutantes para vermelho-brilhante, vermelho-sangue, e outras
pigmentagdes de plantas (SAUER, 1993).

De acordo com O’Brien e Price (2008) das varias espécies de amaranto, trés
foram selecionadas ao longo dos anos visando o consumo humano e animal. As
espécies A. hypochondriacus (pena-do-principe) e A. cruentus (amaranto-roxo) sao
comumente cultivadas para a producdo de grdos, enquanto A. tricolor (tampala) é
cultivada, principalmente, para o aproveitamento das folhas. A quarta espécie, A.
caudatus € cultivada para grdos, embora seja frequentemente cultivada como
ornamental. Quando cultivadas para grdo, as variedades de A. caudatus sdo mais bem
adaptados para as terras tropicais altas, com temperaturas amenas. Outras espécies de

amaranto cultivado sdo o A. dubius e A. blitum. Enquanto as espécies A. retroflexus



(caruru), A. spinosus (espinhoso amaranto) e A. viridis (caruru de mancha) sao

consideradas invasoras dos cultivos agricolas do cerrado brasileiro (SPEHAR, 2003b).
2.3- CLASSIFICACAO BOTANICA

O género Amaranthus pertence a familia Amaranthaceae e possui mais de 60
espécies, dentre as mais importantes e conhecidas, pode-se citar: Amaranthus caudatus
L.; A. hypochondriacus L.; A. hybridus L.; A. tricolor L.; A tristis L.; A. mangostanus
L.; A. melancholicus L.; A. blitum L.; A dubius L.; A. viridis L. (MUJICA; BERTI;
IZQUIERDO, 1997).

O género Amaranthus é uma espécie anual herbacea ou arbustiva, com diversas
cores, verde, roxa ou purpura, apresentando distintas variacdes intermediarias. O caule é
cilindrico e anguloso, com grossas estrias longitudinais, comprimento varidvel e
espessura que diminui da base ao apice. O caule pode ramificar-se; o inicio dessa
ramificacdo ocorre na base, na axila das folhas ou a meia altura (SPEHAR, 2007).

A raiz é pivotante, com abundantes ramificacGes e multiplas radicelas finas que
se estendem rapidamente. A raiz principal serve de suporte a planta, permitindo manter
0 peso da panicula, principalmente, quando 0s grdos se encontram cheios, antes da
maturacao fisiologica. As raizes primarias, que por sua vez apresentam consisténcia
lenhosa, ancoram a planta quando ela cresce isolada (MUJICA; BERTI; IZQUIERDO,
1997).

Estudos mostraram que as plantulas de amaranto crescem a taxas diferentes, e
que na fase adulta, podem variar de 5 a 200 cm de altura (MYERS-RL; JANICK-J,
2000). As sementes medem entre 1 a 1,5mm de diametro e 0,5mm de espessura. Podem
ser brancas, amarelas, beges, rosadas, cinzas, vermelhas ou pretas. Grande parte de seu
volume é preenchida pelo embrido, peso variando entre 0,49 e 0,93mg (NATIONAL
RESERCH COUNCIL, 1984).

As plantas sdo monoicas na maior parte das espécies de amaranto (BRENNER,
2000); porém, sdo predominantemente autdégamas, com variacdes no percentual de
polinizacdo cruzada nas cultivares. As flores sdo unissexuais muito pequenas,
estaminadas no apice e pistiladas na base, completando o glomérulo. O androceu é
formado por cinco estames coloridos que mantém as anteras por um ponto proximo da

base; tornam-se bastante visiveis por ocasido da antese. O gineceu apresenta ovario



esferico, stpero coroado por trés estigmas filiformes e pilosos que aloja uma semente
(TAPIA, 1990).

Em amaranto, considera-se que a autogamia seja predominante, entretanto, ha
relatos de polinizagdo cruzada em até 34%, variando conforme o ambiente, coincidéncia
de floracdo e distdncia entre plantas de genoOtipos diferentes (MUJICA; BERTI;
IZQUIERDO, 1997).

2.4 - CARACTERISTICAS AGRONOMICAS

Umas das caracteristicas agrondémicas importantes do amaranto € a resisténcia ao
estresse hidrico. Diferentemente de outras culturas alimenticias, o amaranto se
desenvolve em condic¢Bes desfavoraveis as dos cereais e as leguminosas, como é 0 caso
das altas planicies da América do Sul. Outra caracteristica importante é a sua
capacidade de se desenvolver e frutificar em ambiente com luminosidade intensa, altas
temperaturas (35 a 45°C) e restricdo hidrica (AMAYA-FARFAN, J.; MARCILIO, R. ;
SPEHAR, 2005).

O amaranto é classificado como sensivel ao fotoperiodo, uma planta de dias
curtos, ou seja, inicia o florescimento quando os dias diminuem o comprimento. No
entanto, estudos tém demonstrado que algumas espécies de amaranto se mostram pouco
sensiveis (A. hypochondriacus e A. cruentus), crescendo satisfatoriamente em dias
curtos, quando o plantio ocorre no outono na regido de Cerrado (SPEHAR; SANTOS;
JACOBSEN, 1998).

Durante as fases iniciais de crescimento da planta, 0 amaranto pode ser
confundido com espécies semelhantes pertencentes ao mesmo género, plantas invasoras,
a exemplo do Amaranthus hybridus, A. deflexus, A. retroflexus, A. spinosus e A. viridis
L, conhecidos popularmente como caruru, caruru-bravo, bredo, caruru-rasteiro, entre
outros (SPEHAR, 2003b).

Uma caracteristica marcante do amaranto é sua capacidade de extrair nutrientes
das camadas mais profundas do solo, o que podera beneficiar outras culturas como o
milho e a batata quando cultivadas em associagdo. As duas espécies de amaranto mais
comumente cultivadas sdo Amaranthus cruentus e Amaranthus hypochondriacus (DA
COSTA; BORGES, 2007).



As evidéncias indicam que a adaptacdo do amaranto a diversos ambientes e
adversidades climaticas e de solos por maior eficiéncia de fotossintese, melhor
utilizando luz solar e &gua, em via de fixacdo de carbono C4 (NATIONAL RESERCH
COUNCIL, 1984). Como uma planta C4, é uma das poucas dicotiledoneas em que 0
primeiro produto da fotossintese € um composto de quatro carbonos. A combinacédo de
caracteristicas anatémicas resulta no aumento da eficiéncia de utilizacdo de CO- sob
ampla gama de temperatura e umidade, contribuindo a adaptabilidade geografica da
planta (STALLKNECHT; SCHULZ-SACHAEFFER, 1993).

2.5- Amaranthus cruentus

A espécie Amaranthus cruentus € um alimento antigo, vestigios foram
encontrados em grutas de Tehuacan no México Central. Arquedlogos encontraram
restos - tanto o grdo palido e os feixes de plantas trazidas para a debulha - em uma dizia
de niveis, que remontam ha 5.500 anos. Esta espécie mexicana e guatemalteca é (til
tanto como grdo ou como hortalica folhosa. Espécies destinadas a grdos tém sementes
brancas; as utilizadas como hortaligas e aquelas usadas para extrair o corante vermelho,
geralmente possuem sementes escuras. E provavelmente o mais adaptavel, dentre as
espécies de amaranto, florescendo sob ampla intensidade luminosa, diferentemente do
que ocorre com outras espécies de amaranto (NATIONAL RESERCH COUNCIL,
1984).

Amaranthus cruentus é espécie anual, com ciclo variavel, entre 90 a 100 dias, a
depender da variedade. As sementes sdo pequenas e arredondadas; quando amadurecem,
ao cair no solo, germinam rapidamente na presenca de umidade. As plantas e suas
respectivas inflorescéncias (paniculas) possuem coloracdo variavel entre o amarelo e
roxo. No inicio do crescimento das plantas, por serem pequenas, S80 pouco competitivas
com as invasoras. Apdés 30 dias de emergéncia, apresenta crescimento rapido.
Variedades menos sensiveis ao fotoperiodo podem atingir até 2 m em semeaduras de
verdo ou safrinha, em presenca de umidade favoravel (SPEHAR; TEIXEIRA, 1999).

2.6- CULTIVAR BRS ALEGRIA

O Amaranto cruentus BRS Alegria originou-se de uma linhagem de Amaranto

cruentus AM 5189, procedente dos Estados Unidos. Apos dois anos de ensaios, a partir



de 1998, realizou-se selecdo massal em AM 5189 e uniformizou-se em relagéo a

caracteristicas agrondmicas (SPEHAR et al., 2003).

A BRS Alegria possui hipocotilo com coloracdo résea. As folhas, grandes e
alongadas, sdo verdes, com coloracdo rosea na nervura, na face abaxial. O caule, ereto,
apresenta coloragdo rosea. A inflorescéncia diferenciada é terminal, compacta, apresenta
coloracdo rosea, a qual permanece mesmo apos a planta atingir a maturacéo fisiologica.
A semente contida em fruto do tipo pixidio, deiscente, é arredondada e de coloracédo
bege. As plantas demoram a secar ap0s a maturacdo fisiologica; quando a semeadura se
da no periodo de sucessdo a safra de verdo, as plantas amadurecem em pleno periodo de
seca, nos cerrados, o0 que permite melhor secagem e colheita dos grdos (SPEHAR et al.,
2003). A planta apresenta estatura média de 180 cm. A diferenciacdo floral ocorre aos
30 dias ap6s a emergéncia e a antese, aos 45 dias. O periodo entre a emergéncia e a
maturacdo fisioldgica é de 90 dias, com resisténcia das plantas ao acamamento. Os
grdos colhidos e armazenados, com umidade de 12%, apresentaram peso médio de 0,68
g por 1.000 graos e conteudo de proteina de 15%. A maturacao fisiologica ocorre aos 90
dias; e a producdo pode chegar a 2,3 t ha* (sementes) e 5,6 t ha® (biomassa total)
(FERREIRA, 2012).

A cultivar BRS Alegria se diferencia morfologicamente das plantas invasoras
quanto ao comprimento, largura, cor da nervura das folhas, nimero de ramificacédo da
inflorescéncia, entre outros aspectos. Porém, a caracteristica mais relevante de
diferenciacdo das espécies é a cor da semente, sendo que A. cruentus apresenta
coloracdo bege e as espécies invasoras apresentam coloracdo escura/preta (SPEHAR,
2003b).

2.7- Amaranthus viridis

Amaranthus viridis € uma espécie originaria do Caribe, encontrada em regifes
tropicais e subtropicais do mundo, conhecido por infestar mais de 50 diferentes espécies
cultivadas, estando presente nas lavouras em mais de 80 paises. Destaca-se pela sua
capacidade de adaptacdo ao meio ambiente e grande producdo de sementes
(FRANCISCHINI et al., 2014).

E uma planta comum em certas partes do Asia, especialmente no Paquistdo,

onde é consumida como hortalica (KHAN et al., 2011). Na India sfo encontradas



normalmente em areas cultivadas e em terrenos baldios. Folhas e inflorescéncias sao
usadas na alimentacdo. Além disto, a planta é usada como diurético, e laxativo durante
problemas de estomago (RAJASAB; ISAQ, 2004).

No Brasil foi relatada a intoxicagdo de suinos ligada a ingestdo de A. viridis e A.
quitensis causando nefrose tubular toxica (LEMOS et al., 1993). Na Amazobnia é
conhecida popularmente como bredo, é também uma planta medicinal muito utilizada
contra enfermidades em geral. Além disso, as folhas tém sido utilizadas no tratamento
de problemas hepaticos e Leishmaniose (ALBINO et al., 2015).

A espécie é anual e se reproduz por semente, sendo comum  ocorrer
aglomeracgdes densas por dificuldade de dispersdo a partir das inflorescéncias. Mais
comum em solos de cultivo, é planta herbacea, ereta, de caule cilindrico, estriado
longitudinalmente, liso ou com escassa pilosidade e de pouca ramificacdo quando ereto.
Apresenta folhas simples, alternas, ovaladas, com margens regulares ou levemente
onduladas, de coloracdo verde intensa, apresentando manchas acinzentadas ou castanho-
avermelhadas na parte mediana. As inflorescéncias formam espigas densas de cor verde
palida, com possibilidade de pigmentacdo vermelha, na parte terminal dos ramos. Sobre
0 eixo das espigas estdo as flores. Os frutos tém a superficie muito rugosa com
coloracdo variando de castanho claro a castanho escuro e preto, com superficie lisa e
brilhante. Os frutos apresentam deiscéncia espontanea, sendo responsaveis pela
dispersao da espécie (GAZZIERO et al., 2006).

2.8- CRUZAMENTOS NATURAIS COM BRS ALEGRIA

A variabilidade genética dentro de espécies cultivadas torna possivel ampliar sua
adaptacdo as mudancas ambientais, contribuindo a sua evolugdo (MALUF; MARTINS,
1991).Cruzamentos naturais entre espécies de amaranto podem ocorrer baseados nas
caracteristicas morfologicas da flor, similaridade genémica e coincidéncia de
florescimento para o fluxo de pélen (SPEHAR, 2003b).

Em areas infestadas com espécies de invasoras, quando a floragdo coincide com
a do amaranto cultivado, a producdo de sementes e o cultivo comercial ficam
comprometidos. As espécies podem produzir hibridos férteis entre si, por cruzamentos

naturais. Nesse caso, o carater indesejavel de coloracdo escura da semente pode ser
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transferido ao amaranto cultivado; por outro lado, pode-se exclui-lo via selecéo, pois é

de heranca simples, condicionado por um par de genes dominantes (BRENNER, 2000).

Spehar (2003a) observou possiveis cruzamentos interespecificos num campo de
amaranto, onde havia plantas de coloragéo, altura similares a da cultivar BRS Alegria,
entretanto apresentando paniculas ramificadas e com sementes pretas. Do plantio dessas
sementes surgiram plantas de amaranto, que na maturidade, apresentavam
caracteristicas de invasoras, mas com altura um pouco menor que a BRS Alegria, sendo
consideradas de possivel cruzamento com A. viridis. O autor também concluiu que tais
plantas poderiam carregar genes de interesse, como resisténcia a seca e toxidez a

aluminio, necessitando assim de mais estudo.
2.9- ANALISE DE SEMENTES

A analise de sementes € o exame de uma amostra com a finalidade de
estabelecer a qualidade das sementes de um determinado lote, sendo esta definida por
parametros genéticos, fisicos, fisioldgicos e sanitarios (LOPES; NASCIMENTO, 2009).
As Regras para Andlise de Sementes (RAS) editadas pelo Ministério da Agricultura,
apresentam procedimentos para a avaliacdo da qualidade de sementes, de acordo com
cada espécie. As regras especificam os diferentes métodos de andlises, tamanhos
maximos para os lotes de sementes, 0 peso minimo das amostras médias e de trabalho
para a analise de pureza e determinacdo do numero de sementes de outras espécies.
Apresenta, ainda, instrucdes para o teste de pureza, germinacdo, umidade, tetrazolio,

peso de mil sementes e outras determinagdes (BRASIL, 2009).

O teste de germinacdo ¢é definido como sendo a emergéncia e desenvolvimento
das estruturas essenciais do embrido, em laboratério, demonstrando sua aptiddo para
produzir uma planta normal sob condigdes favoraveis de campo (BRASIL, 2009). O
teste de controle de qualidade deve ser realizado em condic@es ideais de laboratdrio sob
controle de luz, umidade e de temperatura (FERREIRA; BORGHETT]I, 2004).

Os principais objetivos do teste de germinacdo visam determinar o valor das
sementes em comparacdo de diferentes lotes (VALADRES; PAULA, 2008). Para
Carvalho (2000) o teste de germinacdo € o principal critério utilizado na avaliacdo da
qualidade fisiologica das sementes, com implica¢fes diretas no potencial germinativo.

A emergéncia e desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido demonstram a
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aptidao da semente em produzir planta normal sob condicdes favoraveis de campo
(BRASIL, 2009).

Existem varios trabalhos sobre a resposta de Amaranthus a fatores que
influenciam a germinag&o, como demonstraram Thomas et al., (2006), ao avaliar a
germinacdo de A. viridis a diferentes temperaturas de germinacdo, solucdes de pH,
substratos e profundidade de semeadura. Outros fatores influenciam o estabelecimento
da planta como profundidade de semeadura (GHORBANI; SEEL; LEIFERT, 1999),
luminosidade (GALLAGHER; CARDINA, 1998), potencial osmotico e salinidade
(GHORBANI; SEEL; LEIFERT, 1999), hormonais (KEPCZYNSKI; CORBINEAU;
COME, 1996) e temperatura (GHORBANI; SEEL; LEIFERT, 1999).

A influéncia da  luminosidade e  temperatura (CARVALHO;
CHRISTOFFOLETI, 2007), do substrato (DA COSTA; DANTAS, 2009), do
armazenamento (MOSCON, 2015; NOBRE et al., 2013), de herbicidas (DE
CARVALHO; CHRISTOFFOLETI, 2007), de salinidade (COSTA, 2007), foram

investigados nas condicdes agricolas brasileiras.

Sementes com alto potencial fisiologico, capazes de germinar uniforme e
rapidamente sob ampla variacdo do ambiente, sdo caracterizadas pelo teste de
velocidade de germinacdo, de modo que a emergéncia tardia de plantulas reflete menor
vigor. A rapidez e sincronia s&éo muito importantes porque permitem reduzir o grau de

exposicdo das sementes e das plantulas a fatores adversos (MARCOS FILHO, 2015).

O tamanho da semente também interfere no vigor da planta. Geralmente,
sementes maiores produzem plantulas mais vigorosas, influenciando no peso e na
quantidade de reserva disponibilizada para o eixo embrionario. Sementes pequenas tem
inicialmente um desenvolvimento menor, porém com o passar do tempo essa diferenca
diminui e a planta se recupera, a depender da espécie (CARVALHO, 2000). Amaranto,
por sua caracteristica de C4, apresenta extraordinario crescimento, compensando pela
pequenez da semente (TEIXEIRA; SPEHAR; SOUZA, 2003). Em algumas condi¢oes
as sementes maiores podem ter piores desempenhos, em virtude de condigOes

ambientais ndo favoraveis a sua qualidade ou devido a danos mecéanicos.
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2.10- APLICACAO DA CITOMETRIA DE FLUXO NO ESTUDO DO GENOMA
VEGETAL

A citometria de fluxo é uma técnica originalmente desenvolvida no final dos
anos 1950 para a contagem e analise de células sanguineas. Com o desenvolvimento
técnico e com o aparecimento de novos fluorocromos, foi com naturalidade que o uso
desta técnica se expandiu a outras areas cientificas, como a boténica e a microbiologia
(LOUREIRO et al., 2012).

2.10.1- Principios basico e instrumentac6es ou metodologia

A citometria de fluxo é uma técnica que envolve a analise das propriedades
Opticas (dispersdo da luz e fluorescéncia) de particulas que fluem numa suspenséao
liquida e baseia-se, na intensidade de fluorescéncia relativa de nicleos corados com um
fluorocromo especifico para 0 DNA (LOUREIRO; SANTOS, 2004). Os citdbmetros de
fluxo s@o equipamentos utilizados para esse fim, possuindo um sistema constituido por
cinco elementos: fonte (s) de radiacdo, (lampada de mercdrio ou laser), cdmara de fluxo,
unidades de filtros dpticos para selecdo de intervalo de comprimento de onda especifico
a partir de ampla gama espectral, fotodiodos ou fotomultiplicadores para a deteccéo
sensivel e processamento dos sinais com interesse e unidade que processa os dados
obtidos (SILVA et al., 2004).

Os citdmetros de fluxo tém como principio bésico aspirar células ou particulas
de uma suspensdo previamente preparada e forca-las a passar por uma camara especial
(flow cell) que faz com que as células figuem envolvidas e centralizadas num fluxo
continuo de liquido (sheath fluid) e saiam desta camara, uma ap6s a outra, de modo que
uma unica célula seja interceptada pelo laser. Uma vez interceptada pelo laser, dois
tipos de fendmenos fisicos ocorrem e fornecem informagdes acerca da célula. Primeiro,
uma parte da luz é espalhada (scatter) de acordo com as caracteristicas morfoldgicas e
estruturais da célula. O Forward Scatter (FS) se relaciona com o tamanho e o Side
Scatter (SS) com a granularidade da celula ou particula. Segundo, as células
previamente coradas com fluorocromos, uma vez excitadas pelo laser, emitem luz de
acordo com suas caracteristicas fluorescentes, sendo utilizadas para examinar aspectos
bioquimicos, biofisicos e moleculares das células. Uma série de lentes colocadas
proximas a esta zona de interceptacao (célula-laser) coletam a luz dispersa e enviam-na

para tubos fotomultiplicadores (PMTs) que convertem o sinal luminoso em pulsos
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elétricos, 0s quais sdo proporcionais a quantidade de luz dispersa ou fluorescente
captada pelos PMTs (BERTHO, 2001).

Para a selecdo e captacdo destes sinais luminosos, filtros 6ticos sdo usados para
bloquear determinados comprimentos de onda da luz incidente e deixar passar somente
a luz de comprimento de onda desejado. Os sinais elétricos gerados pelos PMTs séo
amplificados, convertidos para a forma digital e enviados para um computador. A
amostragem dos dados, as anélises e a interpretacdo podem, ento, ser realizadas através
de softwares especificos. Seis parametros sdo considerados basicos e podem ser
medidos simultaneamente, sdo eles: tamanho celular (FS); granularidade interna das
células (SS); fluorescéncia verde (FL1); fluorescéncia amarela (FL2); fluorescéncia
laranja (FL3); Fluorescéncia vermelha (FL4); Fluorescéncia roxa (FL5) (BERTHO,
2001).

A dispersdo da luz fornece dados quantitativos relativos ao tamanho e
complexidade das particulas que estdo a ser analisadas, enquanto através da
fluorescéncia se pode quantificar qualquer composto celular que apresente
autofluorescéncia ou que tenha sido previamente marcado com corantes fluorescentes.
Os dados de cada particula sdo obtidos em tempo real na forma de histogramas
monoparamétricos ou biparamétricos, visualizados e interpretados com recurso a
programas informaticos. E assim possivel obter simultaneamente as distribuicdes dos
valores de frequéncia e/ou densidade de cada parametro 6ptico medido. As analises a
velocidades elevadas e com elevado rigor permitem analisar num curto espaco de tempo
numerosas particulas de interesse, incluindo eventos raros que de outra forma poderiam
passar despercebidos (DOLEZEL; GREILHUBER; SUDA, 2007).

2.10.2- Aplicacéo

A citometria de fluxo é uma ferramenta muito Gtil ao sequenciamento de DNA,
ja que permite determinar a quantidade de DNA a ser sequenciada em um genoma
(FERREIRA, 2003), além de permitir posteriormente, a diferenciacdo entre espécies
afins e/ou seus hibridos. A citometria de fluxo pode ser aplicada para analises de ploidia
(MADON et al., 2008), determinacdo do sexo em uma fase prévia do crescimento,
deteccdo de genotoxicidade, analises do ciclo celular, alteracbes ocorridas no DNA
durante as fases de cultura de tecidos (SRISAWAT et al., 2005), anélises e separacdes
de cromossomos (DOLEZEL, 1994).
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2.10.3- Anélise do contetido do DNA nuclear

A maior parte das aplicacbes da citometria de fluxo na &rea da boténica
relaciona-se a anélise do conteudo em DNA nuclear, seja em termos relativos, como
analises do nivel de ploidia, seja em termos absolutos, como estimativas do tamanho do
genoma. As metodologias desenvolvidas para o efeito sdo baseadas no isolamento e
coloracédo de nucleos vegetais (LOUREIRO et al., 2012).

O método mais simples e eficaz foi desenvolvido em 1983 (GALBRAITH et al.,
1983), tendo passado por poucas modificacdes desde entdo. A metodologia consiste em
obtencdo do tecido vegetal (preferencialmente folhas jovens frescas, mas também
sementes ou outros tecidos), posteriormente cortado com uma lamina de barbear em
uma placa de Petri com tampédo de isolamento de nucleos. Trata-se de uma andlise
relativamente simples que permite quantificar o nimero de células que se encontra nas
diversas fases do ciclo celular (G1, S e G2), cada fase com contelldo de DNA distintos:
na fase de crescimento celular (G1), uma célula diploide apresenta um contetdo 2C
(i.e., duas copias de cada gene); durante a fase (S) ocorre a duplicacdo do genoma; e na
segunda fase de crescimento celular (G2), o contetdo de DNA nuclear é de 4C. Mesmo
em folhas bastante jovens, o histograma apresenta um pico dominante que corresponde
aos nucleos na fase G1, e um pico menor que corresponde aos nudcleos na fase G2
(LOUREIRO, 2007).

As anélises do contetudo de DNA nuclear utilizam um padrédo de referéncia cujo
tamanho do genoma seja previamente conhecido. O padrdo deve ser escolhido de
acordo com a espécie estudada e com um contetdo de DNA proximo, que ndo seja
sobreposto aos picos 2C e 4C da planta a analisar (LOUREIRO, 2007). Para estimar o
nivel de ploidia, a posi¢cdo do pico G1 de um histograma é comparada com o pico de
uma planta padrdo com uma ploidia conhecida (DOLEZEL, 1997). Em cruzamentos
interespecificos em que as espécies parentais diferem o suficiente no conteddo em DNA
nuclear a citometria de fluxo consegue detectar hibridos interespecificos de acordo com
os valores de DNA intermediarios (HIRSCH et al., 2001; KELLER et al., 1996).

2.10.4- Potencialidade da técnica no estudo de hibrido interespecifico de
Amaranthus
Dentre as varias aplicacbes do uso da citometria de fluxo, citam-se a

confirmacdo da natureza hibrida de populacdes resultantes de cruzamentos

15



intraespecifico ou interespecifico (DOLEZEL, 1997). Depois da obtencéo de hibridos, a
andlise do conteudo de DNA, por meio da citometria de fluxo, € um meio facil e rapido

de se confirmar o sucesso da ocorréncia da hibridacdo (KATO; MlI, 2012).

Trabalhos visando a identificacdo de hibridos por meio da citometria de fluxo,
tém sido realizados em varios géneros como Eucalyptus (GRATTAPAGLIA;
BRADSHAW, 1994), Elytrigia (MAHELKA et al., 2005), Brassica (SABHARWAL;
DOLEZEL, 1993), Cucurbita (SISKO et al., 2003), Allium (KELLER et al., 1996),
Cirsium (BURES et al., 2004), Zea (RAYBURN et al., 1993), Alstroemeria
(BUITENDIK; BOON; RAMANNA, 1997), Actinidia (HIRSCH et al., 2001),
(TRABELSI et al., 2005) e Elaeis (CAMILLO, 2012).

Além de que a analise do conteudo de DNA nuclear por meio da citometria de
fluxo nas células em interfase é uma boa alternativa aos métodos microscopicos
classicos de contagem de cromossomos. A citometria de fluxo apresenta como
vantagens: facil preparagdo e processamento de dezenas de amostras em Unico dia de
trabalho; ndo necessita de células em divisdo; metodologia ndo destrutiva (uma amostra
pode ser preparada, p.e., a partir de 50 mg de tecido foliar); é capaz de detectar
mixoploidias. Por estes motivos, a citometria de fluxo & uma metodologia utilizada em
diferentes areas que vao desde a investigacdo basica até ao melhoramento de plantas e
inddstria (DOLEZEL, 1997).

2.11- ANALISE CITOGENETICA PARA IDENTIFICACAO DE CARIOTIPOS

A citogenética, area das ciéncias bioldgicas que reine conhecimento da

Citologia e da Genética, tem como objetivo o estudo e a compreensdo das caracteristicas
dos cromossomos. Informacgdes cromossdmicas tém sido utilizadas na identificacdo de
hibridos, em estudos taxonémicos, sistematicos e evolutivos e em programas de
melhoramento genético (HESLOP-HARRISON, 2000; LEWIS; ELVIN-LEWIS, 1995).

A partir da forma e do nimero de cromossomos se estabelece o cariotipo de
espécies. A representacdo do caridtipo pode ser um cariograma (imagem dos
cromossomos) ou um ideograma (esquema dos cromossomos) fornecendo informacéo
substancial ao estabelecimento de relacGes entre espécies, relativa & organizacdo dos
cromossomos (SOARES-SCOTT et al., 2005).
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Os cariogramas simetricos apresentam o centrdomero localizado em regido
mediana ou submediana, enquanto aqueles cromossomos apresentando centrémeros
terminais e cromossomos mais heterogéneos sdo assimétricos. O indice de assimetria é
obtido pela da razdo entre somatério do comprimento dos bracos curtos na fase
hapldide. O comprimento relativo dos cromossomos permite detectar rearranjos
estruturais, tornando possivel a deteccdo de modificacdes na posicdo do centrdémero,

namero cromossémico, tamanho e posicéo de satélites (MAYEDA, 1997).

A andlise citogenética classica, em geral, é realizada em cromossomos
metafasicos mitoticos, corados Giemsa ou 0 Carmim Acético, por exemplo. Em analise
de células mitéticas, aspectos como 0 numero e comprimento dos cromossomos, razao
entre bracos cromossémicos, padrdo de condensacdo e de coloragdo, além de
caracteristicas fisicas adicionais, como presenca e posicdo de constricdo secundaria,
permitem comparar espécies e identificar variagdes cromossémicas inter- e intra-
especificas (GUERRA; DE SOUZA, 2002).

A simples e direta analise cariotipica pode identificar alteracdes ou aberracfes
cromossémicas numeéricas e\ou estruturais, além de possibilitar a descricdo do
comportamento meidtico. Permite avaliar taxa de fertilidade, problemas de pareamento
ou reconhecimento dos cromossomos homologos nos parentais € na progénie hibrida,
além dos casos de ndo disjuncao, ou seja, ndo segregacdo das cromatides nas anafases,
podendo levar a formacdo de gametas aneuploides. Por outro lado, a caracterizacdo
citogenética detalhada, como o mapeamento fisico cromossémico, possibilita a
descricdo clara da homologia cariotipica de variacfes da mesma espécie. Assim, com
inclusdo desta informacdo em esquemas de cruzamentos e retrocruzamentos,
minimizam-se possiveis erros de sele¢do de progénies, determinando o percentual dos
genomas parentais nos seus hibridos. Dessa forma, a indicacdo de parentais favoraveis
as hibridacbes pode ser facilitada por meio do uso de caracteristicas citogenéticas
(SINGH, 2016).

Na constituicdo gendémica de Amaranthus a maior parte das espécies apresenta
n =16 ou n = 17; com excecdo de A. dubius com n = 32 (BRENNER, 2000). As
espécies de amaranto sdo classificadas como paleoalelotetrapléides, com pareamento

dos cromossomos restrito a cada genoma na meiose (GREIZERSTEIN; NARANJO;
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POGGIO, 1997). No género Amaranthus os dois nimeros gameticos (n = 16 e n = 17)

podem ocorrer na mesma espécie.

Entretanto, 32 cromossomos, correspondendo a formula 2n = 4x = 32 tém sido
relatados para A. cruentus (TANDON; TAWAKLEY, 1970), entretanto em outros
trabalhos 34 cromossomos sdo descritos, correspondendo a 16 cromossomos em um dos
genomas e a 18 em outro dos dois que compde a espécie (GRANT, 1959; PAL;
KHOSHOO, 1973; PALOMINO; RUBI, 1991). Brenner, (2000); Bonasora; Poggio;
Greizerstein, (2013), e Samartini et al., (2016), também descreveram o ndmero
cromossémico como n = 17, enquanto que Clouse et al., (2016), o descreveram como
n = 16. Nao foi encontrada literatura sobre o caridtipo da cultivar BRS Alegria,

evidenciando a necessidade de estudos.

Dentro de um género ou mesmo de uma espécie, podem ocorrer diversos
nmeros gaméticos que sao multiplos perfeitos, denominados de série polipléide, sendo
considerado como numero basico o menor nimero hapldide dessa serie, representado
por X (GUERRA, 1988; RIEGER; MICHAELIS; GREEN, 1976).

Pal, Pandey e Khosoo, (1982), em seu trabalho sugeriram que o numero
gamético n = 17, foi originado a partir do n = 16 através de trissomia primaria.
Greizerstein e Poggio, (1994), embasados na analise citogenética de hibridos
interespecificos apoiam esta hipotese, e ainda propdem que as espécies com 2n = 32 séo
poliploides (nimero basico x = 8) e x1 = 16 € um numero béasico derivado. Entdo o
nimero basico x» = 17 apareceu posteriormente, causado po trissomia primaria.
Greizerstein e Poggio (1994), ainda relataram as formulas do cari6tipo e conteudo total
de DNA de quatro espécies de amaranto produtores de grdos no género Amaranthus. De
acordo com os seus resultados A. caudatus de 2n = 32, A. cruentus 2n = 34, A.
hypochondriacus 2n = 32 e A. Mantegazzianum 2n = 32 diferem na sua férmula
cariotipica e mostram pequenas diferencas nos seus indices de assimetria A1 e A2. Em

alguns individuos de A. caudatus foi observado um pequeno cromossomo B.

Quanto a A. viridis o ndmero cromossdomico n = 17 foi encontrado
(MADHUSOODANAN; NAZEER, 1983; SHEIDAI;, MOHAMMADZADEH, 2008).
Srivastava e Bijoy, (2012), confirmaram o nimero cromossémico n = 17 e analisaram o
cariotipo, descrevendo a existéncia de 17 cromossomos, dos quais 7 sdo metacéntricos,

6 submetacéntricos e 4 subtelocéntricos.
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CAPITULO 1

Caracterizacdo morfoagrondmica de sementes de Amaranthus cruentus, A. viridis e seu
provavel hibrido interespecifico
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CARACTERIZACAO MORFOAGRONOMICA DE SEMENTES DE AMARANTHUS
CRUENTUS, A. VIRIDIS E SEU PROVAVEL HIBRIDO INTERESPECIFICO

RESUMO

No género Amaranthus a coloragdo da semente é importante, permitindo separar
espécies invasoras ou silvestres das cultivadas. Estudos conduzidos pela Universidade
de Brasilia em campo de producdo de A. cruentus, cultivar BRS Alegria, infestado com
a espeécie silvestre invasora A. viridis, evidenciou a presenca de plantas diferenciadas e
com caracteristicas intermedidrias entre as duas especies. As plantas hibridas
apresentavam em sua morfologia combinagdo de caracteristicas e de sementes da
respectiva espécie cultivada e silvestre, dentre elas, mancha na folha, tipica de A. viridis,
coloracdo vermelha do caule e da inflorescéncia, tipicos de A. cruentus, ramificacdo da
inflorescéncia tipica de A. viridis. Este estudo objetivou confirmar a ocorréncia de
cruzamento interespecifico gerando hibridos de interesse ao melhoramento genético de
A. cruentus. Avaliaram-se as caracteristicas biométricas e germinativas das sementes de
A. viridis, A. cruentus e seu provavel hibrido interespecifico. Sementes coletadas de 36
plantas de A. viridis, A. cruentus e do possivel hibrido interespecifico, colhidas no ano
de 2015, na area experimental da Fazenda Agua Limpa, da Universidade de Brasilia. No
estudo biométrico, realizado com o auxilio de lupa Leica EZ4 HD e do programa LAS
EZ (Leica Aplication Suite, versdo 3.2.1), determinaram-se comprimento, largura e a
espessura de 50 sementes por planta, sendo o comprimento da semente medido a partir
do hilo em direcdo a extremidade oposta. Para o peso de mil sementes foi realizada a
contagem, ao acaso, de oito repeticdes de 100 sementes, pesadas em balanca analitica e
calculando-se a variancia, o desvio padrdo e o coeficiente de variacdo dos valores
obtidos nas pesagens. Para os testes de germinagdo, e indice de velocidade de
germinagdo (IVG) foram utilizadas quatro repetices de 50 sementes de cada
tratamento, semeadas em duas folhas de papel mata borréo (germitest), com trés vezes o
seu peso em agua destilada, colocados no interior de caixas plasticas do tipo gerbox. As
caixas foram mantidas em camara de germinacdo tipo B.O.D. regulada a temperatura de
20°C. Existe alta variabilidade entre as 36 plantas, pois apresentaram diferenca
significativa no comprimento e espessura das sementes para todos os individuos
avaliados. O peso de mil sementes variou entre 354,3 e 923,7 mg verificando-se
correlacdo positiva entre coloracdo e peso de mil sementes, em que aquelas de coloragédo
escura apresentaram sementes mais leves, quando comparadas as de sementes claras. A
germinacdo também apresentou efeitos ligados a coloracdo da semente, onde as
sementes escuram apresentaram uma germinacao tardia.

Palavras-chave: Amaranto; melhoramento genético; coloracdo de semente; peso de
semente; velocidade de germinagéo.
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ABSTRACT

In the genus Amaranthus seed color is important, allowing to separate invasive or wild
species of the cultivated ones. Studies carried out by the University of Brasilia in A.
cruentus production field, cv. BRS Alegria, infested with the invasive wild species A.
viridis, evidenced the presence of differentiated plants with intermediate characteristics
between the two species. Hybrid plants had a combination of characteristics and seeds
of the respective cultivated and wild species, including A. viridis leaf spot, red stem
color and inflorescence, typical of A. cruentus, inflorescence branching Typical of A.
viridis. This study aimed to confirm the occurrence of interspecific crosses generating
hybrids of interest for the genetic improvement of A. cruentus. The biometric and
germinative characteristics of A. viridis, A. cruentus and its probable interspecific
hybrid were evaluated. Seeds collected from 36 plants of A. viridis, A. cruentus and the
probable interespecific hybrid, harvested in the year 2015, in the experimental area of
Fazenda Agua Limpa, University of Brasilia. In the biometric study, the length, width
and thickness of 50 seeds per plant were determined using the Leica EZ4 HD magnifier
and the LASEZ program (Leica Aplication Suite, version 3.2.1). The length of the seed
was measured from the hyllum towards the opposite end. For the weight of one
thousand seeds, eight replicates of 100 seeds were weighed in analytical balance and
subject to variance analysis. For germination and germination velocity index (GVI)
tests, four replicates of 50 seeds of each treatment were sown on two sheets of germitest
paper, soaked with distilled water, three times their dry weight, inside gerbox plastic
boxes. The boxes were kept in a germinating chamber (B.O.D.), regulated at 20 ° C
temperature. There was high variability among the 36 plants, as they showed a
significant difference in seed length and thickness for all individuals evaluated. The
weight of a thousand seeds ranged from 354.3 to 923.7 mg, with a positive correlation
between staining and weight of one thousand seeds, in which those with a dark color
had smaller seeds when compared to those with light seeds. The germination also
showed effects related to seed coloration, where the dark seeds presented a late

germination due to low permeable testa.

Keywords: Amaranth; Genetic enhancement; Seed coloration; Seed weight;
Germination speed.
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1- INTRODUCAO

As sementes de amaranto apresentam grande potencial para uso na dieta
alimentar e aplicacdo na industria de alimentos, sendo ingrediente de uma grande
variedade de produtos. As sementes e seus derivados contém substancias que
desempenham Vvérias atividades bioldgicas na alimentacdo, como inibidores de protease,
atividades antimicrobianas, compostos peptidicos, lecitinas, e compostos antioxidantes
(SOARES, 2008).

No género Amaranthus a coloracdo da semente € muito importante, pois permite
separar espécies invasoras ou silvestres das cultivadas. Aquelas que apresentam semente
clara ndo tem dorméncia, em contraste com as que apresentam sementes pretas, que se
armazenam no solo formando bancos de sementes, que germinam gradativamente e
colonizam é&reas cultivadas (SPEHAR, 2003).

Essa caracteristica de coloragdo é condicionada por até dois pares de genes, nos
quais coloracdo escura representa o alelo dominante sobre a clara (KULAKOW;
HAUPTLI; JAIN, 1985). Nesse género seus ancestrais apresentavam sementes de
coloracdo escura e dormentes. Isso sugere que mutacdes estratégicas tém ocorrido ao
longo de milhares de anos para sementes claras e selecionadas durante a domesticacao
das espécies (SPEHAR, 2007).

As plantas invasoras do género Amaranthus apresentam alta viabilidade e
producdo de sementes (superior a 200.000 em plantas de grande porte), extenso periodo
de germinacédo, com dificuldade de identificacdo das diferentes espécies e crescimento
rapido (AHRENS; WAX; STOLLER, 1981; HORAK; LOUGHIN, 2000; KISSMAM;
GROTH, 1999). Estudos realizados por Spehar (2003) evidenciaram que a caracteristica
mais relevante de diferenciacdo das espécies tidas como invasoras de Amaranthus é a
cor da semente, onde o0 A. cruentus apresenta coloracdo bege dos gréos, e as espéecies de

plantas daninhas apresentam coloragéo escura/preta dos mesmos.

As sementes de amaranto tém diametro que varia de 1,0 a 1,5 mm e espessura de
0,5 mm. Apresentam coloragdo variada: branca, bege, amarela, rosada, cinza, vermelha
ou preta. O embrido ocupa grande parte de seu volume. O peso dos graos varia de 0,49 a
0,93 mg (NATIONAL RESERCH COUNCIL, 1984).
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O presente estudo teve como objetivo avaliar as caracteristicas biometricas e a
capacidade germinativa das sementes de A. viridis, A. cruentus e seu possivel hibrido

interespecifico.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1- MATERIAL BIOLOGICO

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Tecnologia e Analises de Sementes,
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, FAV, Universidade de Brasilia,
Brasilia, DF e no Laboratério de Cultura de tecidos da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, em Brasilia, DF, nos anos de 2015 e 2016.

Durante 2014 e 2015, foram coletadas na area de multiplicacdo de sementes de
amaranto na Fazenda Agua Limpa, Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, 34 plantas de
Amaranthus cruentus cv. BRS Alegria e provaveis hibridos com Amaranthus viridis,
visando o estudo de progénies. As plantas hibridas apresentavam em sua morfologia
combinacdo de caracteristicas e de sementes da respectiva espécie cultivada e silvestre,
dentre elas, destacaram-se a mancha na folha, tipica de A. viridis, a coloracdo vermelha
do caule e da inflorescéncia, tipicos de A. cruentus e a ramificagdo da inflorescéncia
tipica de A. viridis. As sementes foram obtidas por trilha manual, secadas até atingir 13

% de umidade e armazenadas em camara fria.

Assim, o experimento foi composto pelas progénies, incluindo-se mais dois
tratamentos controle, um com sementes de Amaranthus cruentus cv. BRS Alegria e
outro com sementes de Amaranthus viridis, também colhidas na area de multiplicacao

de sementes de amaranto na Fazenda Agua Limpa, em 2015, totalizando 36 tratamentos.

2.2- BIOMETRIA DAS SEMENTES

Os estudos biométricos foram realizados com o auxilio de lupa Leica EZ4 HD e
do programa LAS EZ (Leica Aplication Suite, versdo 3.2.1), para determinacdo do
comprimento, largura e a espessura de 50 sementes de cada uma das 36 plantas, sendo o
comprimento da semente medido a partir do hilo em direcdo a extremidade oposta. Para
a andlise estatistica foram consideradas cinco repeticdes, cada repeticdo com a média de

10 sementes, em delineamento experimental inteiramente casualizado.

2.3- PESO DE 1.000 SEMENTES

De acordo com a metodologia estabelecida pela RAS - Regras para Analises de
Sementes, (BRASIL, 2009), contaram-se ao acaso oito amostras de 100 sementes para
cada tratamento. Em seguida as sementes de cada repeticdo foram pesadas, calculando-

se entdo a variancia, o desvio padrdo e o coeficiente de variacdo dos valores obtidos nas
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pesagens. O resultado da determinacdo foi calculado multiplicando-se por 10 o peso
médio obtido das repeticbes de 100 sementes, sem que o coeficiente de variacdo

excedesse 4%, obtendo-se o peso de 1.000 sementes.

24- TESTE DE GERMINAC}AO

Foram utilizadas quatro repeti¢cdes de 50 sementes de cada tratamento, semeadas
em duas folhas de papel mata borrdo (germitest), com trés vezes 0 seu peso em agua
destilada, colocados no interior de caixas plasticas do tipo gerbox (11 x 11 x 3 cm). As
caixas foram mantidas em camara de germinacao tipo B.O.D. regulada a temperatura de
20°C. A avaliagdo de pléantulas normais foi realizada do quinto dia até o décimo quarto
dia, seguindo os preceitos da Regras para Andlises de Sementes - RAS (BRASIL,
2009). Os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais.

2.5- INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO (IVG)

Determinado através de contagens dirias, realizadas no mesmo horério, do
namero de plantulas normais identificadas no teste de germinacdo. As avaliacGes foram
realizadas até o décimo quarto dia e o IVG foi calculado seguindo a formula de Maguire
(1962):

2

em que IVG = indice velocidade de germinacdo; Gi, G2,... Gn = nimero de plantulas
normais a cada dia; N1, N2,... Nn = numero de dias decorridos da semeadura da primeira
até a Ultima contagem.

Para comparacgdo dos resultados da biometria, do teste de germinacéo e do indice
de velocidade de germinacdo de sementes, foram feitas as analises estatisticas por meio
da analise de variancia pelo Teste de Scott-Knott, com o auxilio do programa ASISTAT
versao 7.7p (SILVA; AZEVEDO, 2016).

34



3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1- BIOMETRIA DE SEMENTES

A espessura e 0 comprimento das sementes diferem estatisticamente entre si,
enquanto a largura das sementes ndo apresenta diferenca estatistica significante, como

mostrado na andlise de varidncia, apresentaram efeito significativo a 1% de

probabilidade, pelo teste F (Tabela 1).

Tabela 1 - Resumo da anélise de variancia da biometria das sementes, Comprimento,

Espessura e Largura das sementes.

Comprimento Espessura Largura
Fonte de
Variacio GL Y (o Y r Wi F
Progénie 35 0,03744  45,9900**  0,03360  48,7633**  16,14139  0,9803ns
Residuo 144 0,00081 0,00069 16,04900
Total 179

** Significativo a 1% de probabilidade pelo Teste F.
ns - Nao significativo (p > = 0,05)

A espessura das sementes variou de 0,56 a 0,84 mm, enquanto que O
comprimento variou de 1,11 a 1,40 mm e a largura de 1,07 a 1,30 mm. A biometria das
sementes de A. cruentus cv. BRS Alegria, ap6s a antese, tendo a espessura,
comprimento e largura, variando respectivamente, de 0,62 a 078 mm; de 1,29 a 1,38
mm e de 1,14 a 1,25 mm (MENDES, 2014). Nieto (1990) a descreve como tendo de 1 a
1,5 mm de comprimento, enquanto que Teixeira et al.,, 2003, observaram que as

sementes tém de 1 a 1,5 mm de comprimento e 0,5 mm de espessura.

As medidas foram feitas com auxilio da lupa Leica EZ4 HD (Figura 1), ao inves
do paquimetro (MENDES, 2014; TEIXEIRA; SPEHAR; SOUZA, 2003), pela
dificuldade em lidar com o tamanho diminuto da semente, facilitando a padronizacéo
das medidas, evitando-se possiveis erros. A lupa permite observar que as sementes de A.

cruentus e A. viridis, se assemelham, no formato, com as de A. spinosus descrita por
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Andrade (2007) tendo conformacéo ovalada, coloracdo clara brilhante em A. cruentus e
escura brilhante em A. viridis, com tegumento delgado e liso, com presenga de

pleurograma. O hilo é basal e apresenta uma pequena fenda circular na sua borda.

0,875 mm

Figura 1- Biometria das sementes de A. cruentus (A, B e C) e A. viridis (D, E e F) com
auxilio da Lupa Leica EZ4 HD e do programa LAS EZ (verséo 3.2.1) medindo a
espessura (A e E), o comprimento e a largura (C e D) das sementes.

3.2- PESO DE MIL SEMENTES

O peso de mil sementes mostrou variagdes entre 0,359 para progénies de A.

viridis e 0,929 para progénies de A. cruentus, (Tabela 2). Estes valores se aproximar aos
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relatados pelo National Reserch Council (1984), entre 0,49 a 0,93 mg por semente.
Enquanto que A. cruentus cultivar BRS Alegria apresentam peso médio de 0,70 g em
1000 sementes (COSTA, 2007). VariagOes na densidade de sementes pode ter relagéo
com o ambiente produtivo e com a quantidade de umidade na semente, explicando

diferencas registradas na literatura.

Tabela 2 - Peso de mil sementes de progénies de A. cruentus, A. viridis e hibridos A.

cruentus x A. viridis.

PROGENIE |1.000 Sementes () PROGENIE | 1.000 Sementes (g)
1t 0,8887 192 0,6153
21 0,783 202 0,5677
3t 0,826 212 0,6097
4 0,7803 221 0,845
51 0,8117 23t 0,8653
62 0,5733 241 0,773
72 0,6493 251 0,8797
8t 0,8407 26! 0,85
ot 0,789 271 0,9053
102 0,4217 28t 0,8567
112 0,7357 291 0,883
12t 0,8717 30t 0,7887
13t 0,811 31! 0,837
142 0,6113 322 0,4193
15t 0,8447 332 0,4077
16t 0,8063 342 0,3543
17t 0,8317 353 0,7243
18t 0,9237 36* 0,375

tAmaranthus cruentus; 2A. cruentus x A viridis; 3 BRS Alegria; 4 A. viridis

O numero de sementes por grama pode variar de 3.000 sementes (mais
comumente nas espécies silvestres) a 1.000 sementes nas cultivadas (NIETO, 1990),
esta relagdo permite separar as espécies e seus provaveis hibridos. Neste trabalho, houve
variaches para as respectivas progénies, entretanto, os hibridos se aproximaram do
tamanho de sementes de A. viridis. Ademais, em espécies invasoras e silvestres de

amaranto o peso de mil sementes mostrou variar de 0,23 a 0,399/1.000 sementes
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(SPEHAR, 2007). Portanto, os hibridos entre A. cruentus e A. viridis apresentaram

sementes escuras e com valores intermediarios entre as duas espécies

3.3- GERMINACAO E INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO (IVG)

A anélise de variancia do Teste de Germinacdo e Indice de Velocidade de
Germinacao (IVG) mostrou significancia para P = 0,01 (Tabela 3). Onde foi encontrada

diferenca significativa entre a taxa de germinacdo das amostras.

Tabela 3 - Resumo da anélise de variancia do Teste de Germinacéo e indice de
Velocidade de Germinacao (IVG).

Fonte de Teste de Germinacgéo VG
Variagdo  GL QM F QM F
Progénie 35 1223,84444 94,4109** 4251,50843 101,1295**
Residuo 108 12,96296 42,04025

Total 143

** Significativo a 1% de probabilidade pelo Teste F.

A média do teste de germinacao variou de 35 a 100 % (Tabela 4), sendo que as
sementes de todas as progénies apresentaram germinagdo. Ficou evidente que, o hibrido
interespecifico entre as espécies gera sementes viaveis. Assim, cruzamentos naturais
podem ocorrer entre espécies de amaranto, a depender dos genomas que as compde,

como previsto por Brenner (2000).
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Tabela 4 - Valores médios do teste de germinacdo de progénies de A. cruentus, A.
viridis e hibridos A. cruentus x A. viridis

Progénie % Progénie %
1! 90,5 192 76
2t 98 202 55
3! 99,5 212 67
41 96,5 221 100
5t 99 231 100
62 67,5 241 98
72 43,5 251 100
8t 99,5 261 100
ot 91,5 271 99,5
102 35 281 99,5
11t 86 291 100
121 100 301 99
13t 97 31t 99
142 67,5 322 93,5
15t 98,5 332 88,5
16t 92,5 342 80,5
17 100 353 100
18 99 | 36 62,5

LAmaranthus cruentus; 2A. cruentus x A viridis; 3 BRS Alegria; 4 A. viridis

De acordo com Spehar et al. (2003) a porcentagem de germinacdo das sementes
de amaranto, cultivar BRS Alegria, verificada 30 dias apos ter atingido a maturacdo
fisioldgica foi de 99%. Como as sementes foram obtidas ao longo dos anos de 2014 e
2015, e o teste ocorreu em 2016, decréscimo em sua qualidade fisioldgica poderia ter
ocorrido, pois tempo de armazenamento € um dos varios fatores que influenciam a
germinacdo de Amaranthus (MOSCON, 2015; NOBRE et al., 2013). Apesar do tempo
de armazenamento as sementes apresentaram uma porcentagem de germinacgéo elevada,
sendo que as sementes de BRS Alegria apresentaram 100% de germinagéo, por auséncia
de dorméncia. Entretanto, progénies de hibridos, com sementes escuras, tenderam a

germinar mais lentamente.
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O indice de velocidade de germinacdo (IVG) ou porcentagem de germinagédo
entre as progénies durante 14 dias, com a progénie 10 com o menor e a 15 com o maior
indice de velocidade, no primeiro dia de contagem do experimento a progénie 15
apresentou 73% de germinagdo (Figura 2). Observou-se um pico de emergéncia no
segundo dia, como aconteceu com a BRS Alegria com 99,5% de emergéncia, diferindo
do relatado por Costa e Dantas, 2009, em que BRS Alegria apds semeadura com 70%
de germinagédo. Por outro lado, apenas no terceiro dia as sementes de Amaranthus

viridis iniciaram emergéncia.
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Figura 2- Germinacdo média de BRS Alegria, A. viridis e das 34 progénies ao longo de 14 dias.

Das progénies com sementes de coloragdo escura apenas a 33 apresentou
emergéncia inicial no primeiro dia de contagem, com 3% de germinagdo, com excecao
da A. viridis, as demais sementes comecaram a emergir a partir do segundo dia, a
literatura em Amaranthus associando coloragao escura a dorméncia de sementes, muito
comum em espécies silvestres ou invasoras (SPEHAR, 2003). Mesmo assim, pode-se
especular que, em funcdo dos genomas, a coloragéo de semente pode estar condicionada

por varios genes, localizados em sequéncias de bases similares nos cromossomos
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homologos. Desta forma, se teria variagdes na espessura da testa, levando a tempos

distintos para as sementes embeberem e germinar.

No indice de velocidade de germinacdo, separando as sementes pela cor (Figura
3), verifica-se que as sementes claras germinaram de maneira uniforme e rapida, uma
germinacdo homogénea, demonstrando um alto potencial fisioldégico, como descrito por
Marcos Filho (2015) de modo que a emergéncia tardia das sementes escuras reflete

relativa impermeabilidade das mesmas.

Germinagao %
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Figura 3- Germinacao média (A) sementes claras; (B) sementes escuras; ao longo de 14 dias.

Para Spehar et al., 2003, a reduzida germinacdo das sementes escuras pode ser
atribuida a baixa permeabilidade da casca ou testa. Segundo Braccini (2011) a
impermeabilidade do tegumento a agua € um dos mecanismos de dorméncia das
sementes, sendo classificadas por esse mecanismo. No amaranto BRS Alegria, as
caracteristicas de maturacdo uniforme, paniculas com dominancia apical concentradas
no topo da planta, caracteristicas favoraveis a colheita mecanizada e sementes claras,

ndo dormentes, eliminam a possibilidade dela se tornar invasora.

Nos testes de sementes foi possivel notar a correlacdo da coloracdo de semente
com as médias gerais de germinacdo (Tabela 5). As sementes de amaranto sdo pequenas
e arredondadas (SPEHAR; TEIXEIRA, 1999), entdo ao comparar peso e tamanho de
semente verifica-se uma relagdo diretamente proporcional, ou seja, quanto menor as
dimensGes da semente de amaranto (largura, espessura e comprimento), menor o0 seu

peso e maior a superficie especifica.

Mesmo se o hibrido interespecifico natural possuir o carater indesejavel de cor

de semente, é possivel exclui-lo via selecdo, pois é condicionado por genes dominantes
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(BRENNER, 2000). Assim, na selecdo em populacfes hibridas interespecificas,
buscam-se recombinantes que apresentem coloracgdo clara. Isto ocorrerd com avanco de

geracOes, quando recessivos de coloragdo clara ocorreréo.

Tabela 5 - Médias em ordem decrescente dos Testes de Germinacdo (GM em %), IVG, Espessura (ESP) e
Comprimento (COMP), em mm, da semente e peso de mil sementes, em gramas, de progénies de A.
cruentus, A. viridis e hibridos A. cruentus x A. viridis. As amostras com sementes pretas estdo hachuradas.
As medias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

GM IVG ESP COMP P 1.000
12 100 a 15 146819 a 23 0.83974 a 18 1,4028 a 18 0,9237
17 100 a 27 141,736  a 25 0.83284 a 25 1,397 a 27 0,9053
22 100 a 30 136,095 a 31 083152 a 27 1,3966 a 1 0,8887
23 100 a 16 131,382 b 13 082054 a 26 1,3914 a 29 0,883
25 100 a 29 130578 b 27 0818% a 12 1,385 a 25 08797
26 100 a 28 129682 b 29 081874 a 23 11,3828 a 12 08717
29 100 a 2 127952 b 5 081726 a 22 1,379 a 23 0,8653
BRS Aleg. 100 a 5 12385 ¢ 1 081678 a 29 1,3784 a 28 0,8567
3 99,5 a 3 120,64 c 18 081430 a 30  1,3784 a 26 0,85
8 99,5 a 17 120828 ¢ 16 081426 a 15 1,371 a 22 0,845
27 99,5 a 8 115619  d 30 0.80956 a 24 1,3668 a 15 0,8447
28 99,5 a 9 113547 d 22 081088 a 13 1,3558 a 8 0,8407
5 99 a 31 113233  d 26 0.80077 a |BRSAleg. 1,3524 a 31 0,837
18 99 a 26 112453 d 3 079890 a 3 1,3518 a 17 0,8317
30 99 a  BRSAleg. 112,453 d 11 079368 a 8 1,3428 b 3 0,826
31 99 a 22 11212 d 12 079734 b 28 1,3424 b 5 0,8117
15 98,5 a 12 112,037 d 4 079102 b 1 1,342 b 13 0,811
2 98 a 25 111995 d PBRSAleg 078340 b 16 1,34 b 16  0,8063
24 98 a 23 110,805  d 28 078028 b 5 133324 b 9 0,789
13 97 a 18 110244 d 15 077940 b 11 1,3308 b 30 07887
4 96,5 a 13 107533 d 9 07780 b 2 1,32432 b 2 0,783
P2 935 b 24 107,118 d 2 077686 b 9 1,3198 b 4 0,7803
16 92,5 b 4 105842  d 24 076554 ¢ 17 1,3194 b 24 0,773
9 91,5 b 11 10479% d 8 075482 ¢ 4 1,2942 c 11 0,7357
1 90,5 b 1 998622 e 17 074374 ¢ 1,2784 ¢ BRSAleg. 07243
s 885 b 87,8093 f 0.69682  d 1,2676 c 0,6493
11 86 c 73,339 g 0.68194 d 1,2664 c 0,6153
80,5 d 72,3993 g 0.67806  d 1,2474 d 0,6113
76 e 70,4652 g 0.67442 d 1,2216 d 0,6097
67,5 f 58,5959  h 0.66214 d 1,215 d 0,5733
67,5 f 57,5595  h 0.66094 d 1,1945 d 0,5677
67 f 56,5614  h 0.63014 e 1,1554 e 0,4217
62,5 g 433853 i 0.60260  f 31 1,15548 e 0,4193
55 h 37,5122 i 059538  f 1,15548 e 0,4077
435 [ 36,0261 i 057138 g 1,1146 f 0,375
35 j 21,6596 | 056380 g 1,10772  f 0,3543
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4, CONCLUSOES

A selecdo por sementes claras, conduzido ao longo do tempo, resultou em
caracteristicas de interesse, como o tamanho de semente e germinagéo uniforme.

O peso das sementes de amaranto é proporcional ao tamanho das mesmas, ou
seja, quanto maior as medidas da semente (espessura, comprimento e largura), maior
Sera o seu peso.

As diferencas de tamanho entre as sementes de amaranto ndo refletem no seu
potencial germinativo em laboratorio, sendo a germinacdo afetada pela
impermeabilidade do tegumento a agua, caracteristica ligada a coloracdo escura das
sementes.
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CAPITULO 2

Estimativa do tamanho do genoma de Amaranthus cruentus cv. BRS Alegria,
Amaranthus viridis e do hibrido interespecifico por de citometria de fluxo e contagem
cromossémica
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ESTIMATIVA DO TAMANHO DO GENOMA DE Amaranthus cruentus CV. BRS
ALEGRIA, Amaranthus viridis E DO HIBRIDO INTERESPECIFICO POR DE
CITOMETRIA DE FLUXO E CONTAGEM CROMOSSOMICA

RESUMO

Diferenciam-se no género Amaranthus mais de 60 espécies com dificil taxonomia,
devido a grande semelhanca entre elas e a sua ampla distribuicdo geografica. Com apoio
da citogenética e da biologia molecular, é possivel agrupa-las, com objetivo no
melhoramento genético. Estudos conduzidos pela Universidade de Brasilia em campo
de producdo de A. cruentus, cultivar BRS Alegria, infestado com a espécie silvestre
invasora A. viridis, evidenciou a presenca de plantas diferenciadas e com caracteristicas
intermediarias entre as duas espécies. Estes estudos objetivaram confirmar a ocorréncia
de cruzamento interespecifico e a producdo de hibridos de interesse para o
melhoramento genético de A. cruentus, estimando-se o tamanho do genoma de A.
viridis, A. cruentus e seu provavel hibrido interespecifico. Compararam-se o nimero
cromossémico das espécies do hibrido, para associar com a viabilidade de seu
cruzamento. Sementes de 36 progénies de plantas de A. viridis, A. cruentus e do
hibrido, colhidas no ano de 2015, na area experimental da Fazenda Agua Limpa, da
Universidade de Brasilia. A estimativa do tamanho do genoma foi realizado por
citometria de fluxo, utilizando-se tampéo Marie e Pisum sativum, como padrédo interno
de referéncia. Cromossomos metafésicos das progénies foram obtidos por fragmentos
de pontas de raizes com aproximadamente 5 mm de comprimento, correspondente ao
meristema radicular dos tratamentos controle (Amaranthus cruentus cv BRS  Alegriae
A. viridis) e do hibrido interespecifico, identificado via citometria de fluxo. Os valores
do contetdo de DNA variaram de 0,99 pg a 1,27 pg, sem apresentar diferenca
estatistica. A amostra 21 apresentou menor conteudo de DNA em uma de suas
repeticbes, entretanto ao realizar a contagem cromossdémica apresentou 2n = 34,
igualmente a A. cruentus e A. viridis. O trabalho contribuiu para ampliar os
conhecimentos acerca da caracterizacdo genética de a A. cruentus e A. viridis e seu
hibrido interespecifico.

Palavras-chave: Amaranto; melhoramento genético; hibrido interespecifico.
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ABSTRACT

There are more than 60 species with a difficult taxonomy in the genus Amaranthus, due
to the great similarity between them and their wide geographic distribution. With the
support of cytogenetics and molecular biology, it is possible to group them, aiming at
genetic improvement. Studies carried out by the University of Brasilia in A. cruentus
production field, BRS Alegria, infested with the invasive wild species A. viridis,
evidenced the presence of differentiated plants with intermediate characteristics
between the two species. These studies aimed to confirm the occurrence of interspecific
crosses and the production of hybrids of interest for the genetic improvement of A.
cruentus. Estimates of the genome size of A. viridis, A. cruentus and its probable
interspecific hybrid were carried out. The chromosome number of the hybrid species
was compared to associate with the viability of their crossing. Seeds of 36 progenies of
A viridis, A. cruentus and hybrid plants were harvested in the experimental area of
Fazenda Agua Limpa, University of Brasilia. Genome size estimation was performed by
flow cytometry, using the Marie and Pisum sativum buffer, as the internal reference
standard. Metaphase chromosomes of the progenies were obtained by fragments of root
tips approximately 5 mm long, corresponding to the root meristem of the control
treatments (Amaranthus cruentus cv BRS Alegria and A. viridis) and the interspecific
hybrid identified by flow cytometry. The values of the DNA content varied between
0.99pg and 1.27pg, without statistical difference among treatments. Sample 21 had the
lowest DNA content in one of its replicates. However, when performing the
chromosome count, it was 2n = 34, similarly to A. cruentus and A. viridis. The work
contributed to increase the knowledge about the genetic characterization of A. cruentus

and A. viridis and its interspecific hybrid.

Keywords: Amaranth; genetical enhancement; Interspecific hybrid.
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1- INTRODUCAO

As hibridac6es em amaranto podem ocorrer de forma espontanea ou controlada
(SPEHAR, 2003b). No melhoramento, pode-se contar com espécies cultivadas,
semidomesticadas e silvestres. Por se originarem em regides de climas e solos diversos,
as espécies de amaranto sdo capazes de se adaptar a diferentes sistemas produtivos, pois
apresentam plasticidade genética (BRENNER, 2000).

O género Amaranthus é composto por mais de 60 espécies, o que dificulta sua
taxonomia, devido & grande semelhanca entre as espécies e a sua ampla distribuicdo
geografica. Com apoio da citogenética e da biologia molecular, tem sido possivel

agrupa-las, de acordo com os objetivos no melhoramento genético (SPEHAR, 2007).

Greizerstein, Naranjo e Poggio (1997) relatam que no género Amaranthus foram
reportados dois numeros gaméticos (n = 16 e n = 17) e que em alguns casos poderiam
ocorrer 0s dois na mesma espécie. Existe divergéncia em relacdo a A. cruentus, com
2n = 4x = 32 ou com 2n = 4x = 34 (BONASORA; POGGIO; GREIZERSTEIN, 2013;
BRENNER, 2000; CLOUSE et al., 2016; GRANT, 1959; PAL; KHOSHOO, 1973;
PALOMINO; RUBI, 1991; SAMARTINI et al., 2016; TANDON; TAWAKLEY,
1970).

As espécies de amaranto sdo classificadas como paleo-alotetraploides. Ou seja, 0s
cromossomos dos genomas componentes somente pareiam entre si, com segregacdo
diploide. Ademais, as espécies ancestrais correspondentes a cada genoma, foram extintas
(GREIZERSTEIN; POGGIO, 1994). Estudos sobre o comportamento na meiose ainda séo
necessarios para elucidar as compatibilidades de cruzamentos entre espécies de amaranto
(BRENNER, 2000).

O presente estudo teve como objetivo estimar o tamanho do genoma de A.
viridis, A. cruentus e seu hibrido interespecifico. E comparar o nimero cromossémico
das espécies para estabelecer possiveis relagdes que explicam a viabilidade de seu

cruzamento.
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2- MATERIAL E METODOS

2.1- DETERMINACAO DO CONTEUDO DE DNA

Para determinacdo do conteido de DNA foram analisadas trés amostras de
Amaranthus cruentus, A. viridis e do provavel hibrido A. cruentus x A. viridis utilizou-
se 1 cm? de tecido foliar jovem (cerca de 20 mg) e a mesma quantidade de tecido foliar
jovem de ervilha, Pisum sativum, (utilizada como padréo interno de referéncia). As
amostras de tecido foram trituradas em placa de Petri contendo 1 mL de tampdo MARIE
gelado, para obtencgéo da suspenséo nuclear. A suspensédo nuclear foi adicionado 25ul de
iodeto de propidio e 25ul de RNAse. Para cada amostra foram analisados pelo menos 10
mil nucleos, tanto na escala linear como logaritmica (DOLEZEL; GREILHUBER;
SUDA, 2007). As analises foram realizadas em citdbmetro de fluxo, gerando-se
histogramas que foram gerados e analisados em software.

No Citrometro CFlow® Versdo 1.0.227.4 o contetdo de DNA nuclear, em
picogramas (pg), das amostras, foi estimado por compara¢do com a posic¢ao do pico G1
do padréo interno de referéncia (Pisum sativum), utilizando a relacdo Q = (E/S) x R,
onde: Q é a quantidade de DNA da amostra (pg/2C);

E é a posi¢do do pico G1 da amostra; S é a posicao do pico G1 do padréo de referéncia;
R € o conteido de DNA do padréo de referéncia (9,09 pg/2C);

Para comparacdo dos resultados, foi feita a analise estatistica por meio da analise
de variancia, onde se utilizou o programa ASISTAT versdo 7.7p (SILVA; AZEVEDO,
2016).

2.2- CONTAGEM CROMOSSOMICA

Para a contagem de cromossomos metafésicos foram coletados, entre quinze e
vinte dias apds germinacdo, fragmentos de pontas de raizes com aproximadamente 5
mm de comprimento, correspondente ao meristema radical dos tratamentos controle
(Amaranthus cruentus cv BRS Alegria e A. viridis) e do hibrido interespecifico de
diferente tamanho de contetdo gendmico, identificado via citometria de fluxo. As
amostras foram imersas em solucdo de 8-hidroxiquinoleina 0,002 M por duas horas a
temperatura ambiente, seguida por mais duas horas a 4°C. As amostras foram entdo
incubadas em solucdo fixadora contendo etanol 100% e &cido acético glacial (3:1 v/v) e

armazenadas a - 20° C. As amostras foram pré-tratadas com agua destilada por 15
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minutos a temperatura ambiente e digeridas celuloliticamente em uma solugéo contendo
enzimas proteoliticas: 0,6% de celulase “Onozuka” R-10 de Trichoderma viride (Serva
0,96 U/myg, codigo 16419); 5,4% de celulase de Aspergilus niger (Sigma 5,1 U/mg, cod.
2415) e 9% de pectinase Macerase de Rhizopus sp. (Calbiochem, 3.500 U/g, codigo
441201) por 3 horas a 37°C. As células meristematicas foram isoladas em uma gota de
acido acético 45% sobre uma lamina histologica com auxilio de pinca e microscopio
estereoscopico. O espalhamento das células meristematicas foi realizado por pressao
manual de laminula sobre lamina. As laminas foram analisadas em microscépio com
contraste de fase e aquelas contendo ao menos cinco conjuntos completos de
cromossomos em metafase, livres de restos citoplasmaticos e bem espalhados foram
selecionadas para contagem cromossomica.

As laminas foram coradas com 20 pl da solug¢do DAPI (4’°,6-diamino-2-
fenilindol) (20 pl a 100 pg/ml) diluido em 980 pl de Vectashild. As laminas foram
armazenadas em ambiente livre de umidade e luz e analisadas em microscopio
epifluorescente Axiophot (Zeiss, Alemanha). As imagens foram digitalmente adquiridas

com o software Axiovision 4.8.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O tamanho do genoma de Amaranthus cruentus cv. BRS Alegria, Amaranthus
viridis e do hibrido A. cruentus x A. viridis, através de citometria de fluxo, néo

apresentaram diferencas estatisticas (Tabela 6).

Tabela 6 - Resumo da analise de variancia da citometria de fluxo.

Citometria de fluxo

Fonte de
Variacdo GL QM F
Progénie 35 0,00581 0,9898 ns
Residuo 72 0,00586

Total 107

ns Ndo significativo (p > = 0,05)

Os valores do contetido de DNA variaram de 0,99 pg a 1,27 pg (Tabela 4) e ndo
foi observada diferenca estatistica significativa entre as espécies A. cruentus e A. viridis.
O maior contetdo de DNA foi observado na amostra 22, correspondendo a uma das
progénies de BRS Alegria, ainda que ndo houvesse diferenca estatistica entre progénies
da cultivar, de A. viridis e do respectivo hibrido.

O valor de contetdo de DNA nuclear da espécie A. viridis, (Tabela 4),
apresentou valor intermediario aos valores relatados por Pratt, Jhangiani e Wiggers
(2008), e também por Samartini et al., (2016). Estes autores descreveram para A. viridis,
0,89 pg, e 1,36 pg, respectivamente. Para a espécie A. cruentus foi relatado no presente
trabalho 2C = 1,24 pg, valor proximo o encontrado por Greizerstein e Poggio (1994)
2C =1, 26 pg.

Entretanto, Greizerstein e Poggio (1994) utilizaram a Densiometria de Feulgen,
estd técnica quando comparada com a citometria de fluxo apresenta uma maior
facilidade e rapidez no preparo das amostras (SCHIFINO-WITTMANN, 2001). Por
outro lado, fatores externos podem contribuir para estas variagdes, como condi¢cdes de
crescimento da planta, cultivar, A. cruentus L. cv. Don Giem (cult. No. 91-417). -cv.
Don Armando (cult. No. 91-418). -de Guerrero, Mexico, e do padrdo de referéncia
utilizado (DOLEZEL; BARTQOS, 2005).
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Tabela 7 - Conteddo de DNA nuclear (pg) em ordem decrescente de tamanho.

Progénie Pg | Progénie  pg
22 1,27894 a 3 1,21053 ab
4 1,25768 a 20 1,20837 ab
24 1,2509 a 11 1,2052 ab
12 1,24589 ab 8 1,20312 ab
10 1,24086 ab 32 1,20041 ab
BRS 1,23938 ab 7 1,19816 ab
29 1,22855 ab 15 1,19809 ab
34 1,22804 ab 33 1,19438 ab
14 1,22577 ab 9 1,19141 ab
30 1,2251 ab 6 1,18638 ab
13 1,22047 ab 23 1,18582 ab
17 1,21895 ab 2 1,18484 ab
16 1,21887 ab 31 1,18464 ab
25 1,21654 ab A. viridis 1,17868 ab
19 1,21447 ab 28 1,17385 ab
5 1,21347 ab 26 1,17296 ab
27 1,21255 ab 1 1,16233 ab
18 1,2106 ab ‘ 21 0,9957 b

pg - picogramas

Uma das repeticGes da amostra 21 apresentou tamanho diferenciado das demais
(Figura 4). Ao compara-la com outra repeticdo e com a ervilha é possivel constatar seu
tamanho reduzido.

Apesar da leitura dessa repeticdo apresentar tamanho diferenciado, o nimero
cromossémico encontrado nas amostras 21, A. cruentus e A. viridis foi 0 mesmo 2n = 34
(Figura 5). Segundo Dolezel, Greilhuber e Suda (2007) existem fatores no preparo da
amostra que podem causar essa interferéncia, como a presenca de doenca ou injurias no
tecido foliar, que contribuem para gerar valores inconsistentes como o encontrado na
progénie 21 de A. cruenthus.

Os resultados aqui relatados de 2n = 4x 34 em A. cruentus e A. viridis estdo de
acordo com os encontrados na literatura (BONASORA; POGGIO; GREIZERSTEIN,
2013; BRENNER, 2000; GRANT, 1959; MADHUSOODANAN; NAZEER, 1983;
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PAL; KHOSHOO, 1973; PALOMINO; RUBI, 1991; SAMARTINI et al., 2016;
SHEIDAI; MOHAMMADZADEH, 2008).

Acessos de A. caudatus cruzaram com A. hypochindiacus produzindo hibridos
férteis (KAUFFMAN; WEBER, 1990). Hibridacéo de A. cruentus com A. caudatus e A.
hypochindiacus possuindo n = 2x =16 (BRENNER, 2000), ndo geraram progénies
férteis por auséncia de pareamento. Enquanto A. viridis possuindo n =17, similar a A.
cruentus resultando hibrido fértil representa uma proximidade gendmica ainda néo
relatada. Provavelmente, a sequéncia de bases nos genomas seja similar o suficiente

para permitir pareamento na meiose, levando ao cruzamento interespecifico.
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wl wd ot ot WS Wb T2
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Figura 4- Histograma da citometria de fluxo da amostra 21, Repeticdo 1 com tamanho
diferenciado da Repeticdo 2 e do padréo interno de referéncia Ervilha.

Por gerar hibridos férteis, A. cruentus e A. viridis possuem conteudo genémico
muito préximo, ndo sendo possivel detectar diferenca estatistica entre as progénies. Por
apresentarem 0 mesmo numero cromossdémico e tamanho genémico, € de se imaginar
um possivel pareamento na meiose, mesmo diante de diferencas de cromossomos em A.
viridis, formado por 7 metacéntricos, 6 submetacéntricos e 4 subtelocéntricos
(SRIVASTAVA,; BIJOY, 2012) e A cruentus, com 3 cromossomos metacéntricos, 7
submetacéntricos e 7 telocéntricos (GREIZERSTEIN; POGGIO, 1994).

De acordo com Spehar, 2007, no Brasil foi registrado hibrido espontaneo entre

BRS Alegria e A. viridis. Esse evento exige maior cuidado em plantios comerciais,
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abrindo, todavia, janela para o melhoramento através da introgressdo génica. Assim,
pode-se resgatar genes de interesse, como resisténcia a doencas, tombamento,

indeiscéncia ou até mesmo resisténcia a toxidez por aluminio, comum em solos

tropicais.
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Figura 5- Quantidade de DNA nuclear: picos pretos representam espécies de
Amaranthus e picos vermelhos, Pisum sativum e pré6 metéfases e metafases mitoticas
das progénies de A, A. viridis e B, A. cruentus cv. BRS Alegria, todas com 2n=2x=34
Cromossomos.
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4 CONCLUSOES

A avaliacdo genémica por citometria de fluxo permite estabelecer relacdo de
proximidade entre A. viridis e A. cruentus.

O ndmero cromossémico de Amaranthus cruentus cv BRS Alegira e
Amaranthus viridis € 2n = 34, bem como de progénies resultando da hibridacéo entre A.
cruentus e A. viridis.

As duas espécies, ainda que apresentem distanciamento geografico, possuem
genomas com proximidade suficiente para pareamento cromossémico na fecundacao,

resultando em hibridos férteis.
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