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EFEITO DA TETRAPLOIDIZACÃO DE ESPÉCIES
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RELACIONADAS À TOLERÂNCIA AO ESTRESSE
HíDRICO E ESTUDOS DE GENÔMICA FUNCIONAL
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O amendoim cultivado, Arachis hypogaea L., é uma leguminosa, da
subfamília Papilionidae. É um alotetraplóide de origem recente. Assim
como várias outras espécies poliplóides, passou por um gargalo genético
imposto por sua origem, quando-duas espécies silvestres diplóides
hibridizaram (A. duranensis and A. ipaensis) e a planta resultante sofreu
duplicação cromossômica espontânea (HALWARD et al.. 1991; SEIJO et
aI., 2007; SEIJO et aI., 2004; YOUNG et aI., 1996). Devido à diferença
de ploidia, esse híbrido esteve reprodutivamente isolado dos seus
parentes silvestres diplóides, o que levou à baixa diversidade genética
do amendoim. Por outro lado, espécies silvestres de Arachis são mais
diversas geneticamente e passaram por seleção evolucionária incluindo
vários ambientes e estresses, acumulando então, uma grande quantidade
de variações de caracteres agronômicos de interesse. Para ampliar a
diversidade alélica do amendoim, esforços têm sido feitos para introgredir
genes, a partir de parentes silvestres diplóides (SIMPSON et aI., 2003;
STALKER et al.. 2002; STALKER e LYNCH, 2002).

Espécies silvestres de Arachis podem ser encontradas em regiões
extremamente adversas e muitas são resistentes a estresses bióticos
(LEAL-BERTIOLl et al.. 2010; NELSON et aI., 1989; PROITE et ai., 2008).
São anatomicamente diversas do cultígeno, em termos de anatomia, área
foliar, ciclo, tamanho e espessura de estolão, entre outras.

Resistência a doenças e pragas são uma limitação fundamental para a
cultura do amendoim em várias regiões do mundo, especialmente onde
recursos para controle fitossanitário são mais escassos. Nessas regiões
a transferência de resistências a partir dos parentes silvestres são uma
contribuição ainda mais significativa, pois contribuirão para a segurança
alimentar desses povos. No entanto, essa introgressão tem sido limitada
por diferença de ploidia entre os parentes silvestres e o cultígeno. Um caso
de transferência de resistência no amendoim bem documentado originou
duas cultivares resistentes ao nematóide das galhas, são elas COAN and
NEMATAM (SIMPSON e STARR, 2001; SIMPSON et al., 2003).
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Uma das razões para o sucesso da introgressão da resistência ao·
nematóide em amendoim e para os esforços correntes de introgressão de
resistências a fungos foliares é que essas características são codificadas
por um ou poucos genes ou QTLs (GARCIA et al.. 1996; GOWDA, 2008;
LEAL-BERTIOLl et al.. 2009) . Entretanto, para tolerância a seca, o cenário
é muito mais complexo: a capacidade de uma cultivar produzir sob estresse
hídrico é devida a uma gama de características (anatômicas fisiológicas,
bioquímicas}, tornando a transferência dessa tolerância igualmente mais
complexa.
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Para tentar responder a essas questões, foram realizadas várias análises de
características relacionadas à resposta ao estresse hídrico com dois acessos
silvestres diplóides (A. duranensis V14167 e A. ipaensis KG30076), o
anfidiplóide originado do cruzamento e tetraploidização desses, e as duas
cultivares de amendoim mais plantadas no território brasileiro: A. hvpoqeee cv
Tatu e A. hvpoqeee cv. Runner. Foram analisados os seguintes parâmetros:
eficiência de transpiração, curva de transpiração em função da FATS (fração
de água transpirável no solo), índice SPAD, área foliar específica, variação de
isótopo de carbono (t>C 13), e várias medidas de anatomia folia r.

Em programas de introgressão, o primeiro passo é eleger o parental com as
características desejadas. Entretanto, aparece a questão: essa característica
permanece uma vez que a ploidia é alterada? Essa questão leva a um
segundo questionamento: considerando que o processo de cruzamento,
tetraploidização e recuperação de anfidiplóides férteis, o que é mais
eficiente: fenotipar os parentais diplóides e cruzar os mais interessantes ou
cruzar acessos compatíveis e só depois avaliar as características relativas ao
estresse hídrico 7

Para espécies silvestres sob estresse hídrico gradual, a transpiração declina
seguindo o mesmo padrão que o amendoim e outras espécies de leguminosas
(SADRAS e MILROY, 1996; SINCLAIR e SERRAJ, 1995). Não houve diferenças
significantes entre o ponto em que o declínio se inicia (threshold) entre
silvestres e o cultivado Runner (variando entre 0,58 e 0,87. O anfidiplóide, por
outro lado, teve um valor muito menor (0.30 ± 0.05).

A eficiência de transpiração (ET) foi avaliada em dois experimentos: as cultivares
de amendoim apresentaram uma ET mais alta em relação aos demais genótipos
(entre 3,22 e 4,08), sendo que o anfidiplóide apresentou a ET mais baixa (2,72
e 2,12). Os silvestres apresentaram valores intermediários. Esses dados sugerem
que a biomassa dos indivíduos não determina os valores de ET, uma vez que as
plantas silvestres são geralmente menores e com área foliar reduzida e a área
foliar do anfidiplóide é semelhante àquela dos cultivados. Além disso pode-se
observar-se que os valores de área foliar específica, SPAD, e dados de anatomia
foliar seguem o mesmo padrão (ou falta de): alguns dados do anfidiplóide são
mais similares ao parenta I A. duranensis, outros ao parenta I A. ipaensis, outros
tornam-se totalmente semelhantes ao amendoim cultivado tetraplóide.
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De todos os experimentos conduzidos ao longo de dois anos, algumas
conclusões podem ser retiradas: existe um contraste definido entre espécies
silvestres e cultivares de amendoim. Das vinte e uma características tessadas,
dez modificam-se quando a planta é tetraploidizada, tornando-a mais próxima
do amendoim cultivado (ex. área foliar, comprimento e espessura de estômatos,
densidade de células epidérmicas); seis características assemelham-se às do
parenta I A. duranensis (ex. índice estomático abaxial e adaxial, área foliar
específica e variação de isótopo de carbono); quatro assemelham-se às do
parental A. ipaensis (ex. densidade de tricomas na face abaxial, índice SPAD
sob estresse e em plantas controle); e uma característica (razão entre a
espessura da hipoderme e a espessura total da folha) apresentou-se diferente
de qualquer outro genótipo testado. Considera-se que as características que
permaneceram no anfidiplóide originadas dos parentais silvestres são passiveis
de introgressão, enquanto que as outras são derivadas da tetraploidização ou
de novas combinações alélicas.

Como esse estudo, conclui-se que a predição de como as características serão
herdadas diante do processo de tetraploidização é baixa e parece depender
da característica estudada. Apesar da necessidade de se validarem esses
dados em um número maior de anfidiplóides, hoje já disponíveis (SANTOS et
al., 2008), atualmente recomendamos que a fenotipagem de características
relacionadas ao estresse hídrico seja realizada após o processo de cruzamento e
tetraploidização.

A partir desses resultados, essa equipe vem engendrando esforços na área de
genômica funcional para o estudo da resposta ao estresse hídrico em espécies
silvestres de amendoim. Foi observado um comportamento fisiológico durante
o estresse bastante diferente das cultivares de A. hypogaea testadas, como,
por exemplo, uma rápida diminuição da taxa de transpiração em resposta à
quantidade de água transpirável no solo. Três acessos silvestres foram então
escolhidos como genótipos silvestres de referênc.ia do genoma tipo AA (A.
duranensis acesso K7988) e do genoma tipo BB (A. 'magna acesso KG30097
eA. ipaensis acesso KG30076) para os estudos de genômica (BRASILEIRO
et al., 2008; LEAL-BERTIOLl et al.. 2007). O principal propósito da genômica
funcional é o de alocar os genes contidos em um determinado genoma dentro
de uma perspectiva funcional, visando identificar qual proteína é traduzida por
cada gene, e qual o seu papel no funcionamento do organismo como um todo.
Pesquisasaplicadas à prospecção de genes envolvidos com estresse hídrico
estão sendo desenvolvidas para uma série de espécies vegetais (TUBEROSA;
SALVI, 2006; VALLlYODAN; NGUYEN, 2006) visando identificar, isolar,
caracterizar e validar a função biológica de qenesaesociados à resposta à seca.

Nessecontexto, o transcritoma de plantas de A. magna submetidas a estresse
hídrico gradual, e seu respectivo controle não-estressado, foi analisado pela
construção de duas bibliotecas subtrativas de cDNA (SSH) (BRASILEIRO et al..
2008; MORGANTE et al.. 2009). A análise in silico revelou 759 leituras que
foram agrupadas em 249 clusters (138 singlets e 111 contiqs). com um índice



o estudo do perfil de expressão pelo sequenciamento em larga escala de
cDNA em espécies silvestres de Arachis submetidas a estresse hídrico gradual
possibilitará a rápida e eficiente identificação de genes e de suas interações
durante os processos de estresse abiótico. A análise in silico dessas sequências
poderá revelar genes-candidatos, auxiliando na construção de um quadro
comparativo em termos transcricionais do processo de resposta e adaptação
das plantas ao estresse hídrico, podendo ser integrado ao conhecimento
atual da tolerância das plantas ao estresse abiótico. Os conhecimentos
gerados proporcionarão importantes alternativas com potencial aplicação na
biotecnologia (seleção assistida por marcadores, introgressão/introdução de
genes candidatos no amendoim cultivado), visando o desenvolvimento de
cultivares de amendoim mais tolerantes à seca e mais adaptadas a condições
ambientais adversas. Através de estudos de sintenia e genômica comparativa,
será possível também estender esses conhecimentos para outras culturas de
importância econômica para o País.
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de novidade de 32,8%. Vários genes foram identificados como sendo regulados
positiva ou negativamente nas condições de estresse ou de controle. O perfil
de expressão de alguns desses genes diferencialmente regulados foi validado
pela técnica de RT-PCR em tempo real, utilizando o cDNA de raízes e folhas.
Genes que codificam, por exemplo, a glycine descarboxilase, metallothionein-
like protein, drought stress responsive protein e duas proteínas desconhecidas
são regulados positivamente durante o estresse hídrico enquanto que o gene
que codifica para uma disease responsive protein é regulado negativamente
durante o estresse hídrico. Assim, esses resultados revelaram que a expressão
espacial e temporal desses genes estão fortemente correlacionados com os
dados da análise in silico e com a resposta ao estresse. Os genes-candidatos
de A. magna que se revelaram mais promissores serão, no futuro, isolados e
introduzidos em plantas transgênicas modelo (como Medicago truncatula) ou
alvo (amedoim) a fim de avaliar a regulação da sua expressão e o seu potencial
papel nos mecanismos de resposta da planta ao estresse.

Dando continuidade às análises genômicas, mais recentemente, a equipe
analisou o perfil global de expressão em dois tecidos (folha e raiz) de plantas
de A. duranensis submetidas a estresse hídrico gradual, utilizando a tecnologia
454 de sequenciamento massal. Foram geradas 380.601 leituras com um
tamanho médio de 293,24 nucleotídeos após limpeza. Depois do agrupamento
e da montagem, um total de 12.840 sequências únicas foram geradas para
A. duranensis. A interpretação funcional das sequências obtidas foi realizada
por atribuições de antologia Gênica, mostrando uma cobertura para uma
ampla gama de categorias. O índice de novidade foi de 29% e um número
significativo de sequências foi identificado como sendo diferencialmente
expresso entre as duas bibliotecas. Assim como realizado para A. magna, o
perfil de expressão temporal e espacial dos genes-candidatos de A. duranensis
serão posteriormente validados. Até o momento, esses são os únicos trabalhos
de análise de transcritoma de espécies silvestres de Arachis submetidas ao
estresse hídrico.
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