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Resumo

Espécies silvestres de Arachis constituem uma importante fonte de genes para vdrias
caracteristicas de interesse para o melhoramento do amendoim. Uma vez que a espécie cultivada é
alotetrapléide (AABB), a transferéncia de genes para o amendoim € feita via cruzamentos envolvendo
anfidipldides sintéticos de espécies silvestres dipldides. Neste trabalho, foram desenvolvidas
linhagens de introgressdo (ILs), a partir de cruzamentos entre IAC Runner 886 e um anfidipldide
sintético A. duranensis (genoma AA) x A. ipaénsis (BB). As plantas RC; e RC, estdo sendo
genotipadas com marcadores microssatélites, mostrando que propor¢des varidveis do genoma doador
estdo sendo introgredidas nas diferentes linhagens. Essas plantas foram avaliadas quanto a resisténcia
a manchas fungicas de parte aérea e os resultados sugerem que a populagdo estudada possui potencial
para a introgressdo de genes de resisténcia as manchas foliares no amendoim.

Introducao

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € uma cultura importante internacionalmente, tanto para
consumo direto, devido ao seu alto conteido de proteina, como para produgdo de Oleo. Arachis
hypogaea apresenta uma baixa variabilidade para diversas caracteristicas de interesse agrondmico,
tais como resisténcias a doencas como mancha preta (Cercosporidium personatum (Berk. & Curtis)
Deighton), mancha castanha (Cercospora arachidicola Hori) e ferrugem (Puccinia arachidis Speg.), a
pragas e a restricdo hidrica, tipica do semi-arido brasileiro.

O género Arachis é nativo da América do Sul e contém 80 espécies descritas, sendo dipldide a
grande maioria (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994) e (VALLS; SIMPSON, 2005). Essas espécies
apresentam, em geral, maior variabilidade genética e constituem uma importante fonte de genes para
vérias das caracteristicas de interesse para o melhoramento do amendoim (DWIVEDI et al., 2006). A
exploracdo da variabilidade genética do germoplasma disponivel de espécies silvestres de Arachis é
ponto fundamental para ampliar a base genética no desenvolvimento de populacdes adaptadas em
programas de melhoramento genético. Uma vez que a espécie cultivada € alotetrapléide (AABB), a
transferéncia de genes de resisténcia para o amendoim ¢é feita via cruzamentos envolvendo
anfidipldides sintéticos de espécies silvestres.

Linhagens de introgressao (ILs) sdo um conjunto de linhagens quase isogénicas desenvolvidas
por sucessivos retrocruzamentos, em que cada linhagem carrega um segmento cromossomico
especifico de um genoma divergente. Essas linhagens sdo ferramentas tteis para transferéncia apenas
dos genes de interesse do parental doador para o recorrente. Uma populagdo completa de ILs
reconstitui o genoma doador parental pela sobreposi¢do de segmentos cromossdmicos e imortaliza
este genoma, uma vez que estas linhagens podem ser mantidas por autopolinizag¢do. Tais populacdes
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sdo especialmente uteis na identificacdo de QTL, pois a diferenga fenotipica entre uma linhagem e o
parental recorrente é atribuida aos genes localizados no segmento cromossdmico introgredido
(Lippman et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi o de iniciar o desenvolvimento de uma popula¢do de ILs, com
auxilio de marcadores microssatélites e avaliar a primeira geragdo de retrocruzamento (BC;) quanto a
resisténcia a manchas flngicas de parte aérea.

Material e Métodos
Material vegetal

Para o desenvolvimento das linhagens de introgressdo (ILs), plantas da variedade elite IAC
Runner 886 foram cruzadas com o anfidipldide sintético Arachis ipaénsis Krapov. & W.C.Greg.
(genoma B) x Arachis duranensis Krapov. & W.C.Greg. (genoma A), em condi¢des de telado. Para
isso, foi feita a emasculacdo dos botdes florais do genitor feminino no periodo da tarde, quando os
graos de pdlen ainda estdo imaturos impedindo que ocorra a autopolinizacdo. Na manhd do dia
seguinte foi realizada a polinizagao, utilizando-se genitores masculinos escolhidos. A populagdao RC,
foi produzida na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (estacdo de cruzamentos 2006/07).

Extracdo de DNA e PCR dos locos

DNA genomico total foi extraido de foliolos jovens, de acordo com o método descrito por
Ferreira, Grattapaglia (1998), com pequenas modificagdes. A concentragdo de DNA de cada tubo foi
estimada por eletroforese em gel de agarose a 1% de concentragdo. As PCRs foram realizadas em
volumes de 5 pL, utilizando o Kit Qiagen Multiplex PCR (Qiagen) e primers (0,2 uM) marcados com
fluorescéncias 6-FAM, HEX e NED e 7,5 ng de DNA gen6mico. As amplificagdes foram realizadas
em termocicladores ABI 9700 (Applied Biosystems), nas seguintes condi¢des: 95°C por 15 minutos (1
ciclo), 94°C por 30 seg, 52-60°C (dependendo do sistema multiplex) por 90 seg, 72°C por 90 seg (35
ciclos); e uma extensdo final a 72°C por 30 minutos (1 ciclo). A montagem dos sistemas multiplex foi
feita pelo programa Multiplexer 4.0, desenvolvido pelo Dr. Alexandre Siqueira Guedes Coelho da
Universidade Federal de Goids. Os dados obtidos apds eletroforese em sequenciador automatico de
DNA ABI 3700 foram analisados pelos programas GeneScan 3.7 e Genotyper 3.7 (Applied
Biosystems).

Avaliagdo de resisténcia a manchas foliares

Quarenta familias derivadas do cruzamento (Arachis hypogaea cv IAC-Runner 886 x (A. ipaénsis
KG30076 x A. duranensis V14167)4" (10 F, de cada BC,, perfazendo um total de 400 plantas, foram
semeadas no Campo Experimental da Embrapa Cerrados, em Planaltina (DF), na estacdo de
2008/2009, em dez blocos com parcelas distribuidas aleatoriamente). Foram avaliados trés
componentes da resisténcia & mancha preta e mancha castanha: periodo de laténcia (dias para
aparecimento do primeiro sintoma), porcentagem de drea foliar lesionada e desfolha (avaliacio visual

e atribui¢do de notas de 1 a 5, sendo 1 pouca desfolha e 5, plantas sem folhas).

Resultados e Discussao

Foram obtidas 205 plantas na estacdo de cruzamentos de 2006/07, as quais foram genotipadas
com oito marcadores microssatélites, para identificacdo dos hibridos. Dentre essas, 43 hibridos RC,
foram identificados. Essas 43 plantas foram retrocruzadas com A. hypogaea cv IAC-Runner 886 e 40
hibridos RC, foram identificados. As plantas RC; e RC, estdo sendo genotipadas com cerca de 200
marcadores microssatélites mapeados nos genomas A e B do amendoim (Moretzsohn et al., 2005;
2009), para identificacdo dos segmentos introgredidos. Dessa forma, os segmentos exdticos doados
pelo anfidipléide sintético serdo ilhados em um “background” do genoma da variedade elite cultivada,
formando linhagens com uma alta porcentagem do genoma do parental recorrente vinculada a uma
pequena fragdo do genoma do parental doador. Como esperado, essas andlises t€ém mostrado que



proporcdes varidveis do genoma doador sdo introgredidas nas diferentes linhagens, variando de cerca
de 15% a 80%, ja na geracao BC,.

Familias BC,F, foram avaliadas a campo para resisténcia/suscetibilidade a fungos causadores de
manchas de parte aérea no amendoim. Foram avaliados trés componentes da resisténcia aos fungos C.
personatum (mancha preta) e C. arachidicola (mancha castanha): periodo de laténcia, drea total
lesionada e desfolha. Foi observada uma grande diversidade de resposta para os trés componentes
avaliados entre as familias (Figura 1). O anfidipldide (Anfl) apresentou um periodo de laténcia
superior e uma maior resisténcia as manchas foliares, quando comparado a Runner (parental
suscetivel), embora também tenha se mostrado moderadamente suscetivel. Apesar disso, foram
identificadas familias com resisténcias superiores as observadas nos parentais. Esses resultados
sugerem que a populagcdo estudada possui potencial para a introgressdo de genes de resisténcia as
manchas foliares no amendoim, e que novas combinacdes alélicas t€ém o potencial de introgredir
caracteristicas superiores as dos parentais doadores.

Conclusoes

No conjunto de todas as linhagens, o genoma completo do anfidipléide estard representado. Essa
metodologia permitird a anélise fenotipica de um QTL especifico através da comparagao entre duas ou
mais linhagens e/ou o parental cultivado. Essas linhagens de introgressdo, desenvolvidas a partir de
espécies silvestres de Arachis, com o auxilio de marcadores moleculares, abrem novas perspectivas
para introgressao e clonagem de genes uteis para o amendoim.
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Figura 1: Periodo de laténcia para aparecimento de sintomas, nivel de desfolha e percentagem de drea
foliar lesionada por manchas foliares (Cercosporidium personatum e Cercospora arachidicola) em 40
genétipos BCF, de Arachis, derivados do cruzamento entre um anfidipléide sintético (Anfl) e A.
hypogaea cv. IAC-Runner886 (Runner).
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