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O amendoim cultivado, Arachis hypogaea L., é uma leguminosa, da
subfamilia Papilionidae. E um alotetraploide de origem recente. Assim
como varias outras espécies polipléides, passou por um gargalo genético
imposto por sua origem, quando-duas espécies silvestres dipldides
hibridizaram (A. duranensis and A. ipaensis) e a planta resultante sofreu
duplicacdo cromossdémica espontanea (HALWARD et al., 1991; SEIJO et
al., 2007; SEIJO et al., 2004; YOUNG et al., 1996). Devido a diferenca
de ploidia, esse hibrido esteve reprodutivamente isolado dos seus
parentes silvestres dipléides, o que levou a baixa diversidade genética

do amendoim. Por outro lado, espécies silvestres de Arachis sdo mais
diversas geneticamente e passaram por selecdo evolucionaria incluindo
varios ambientes e estresses, acumulando entdo, uma grande quantidade
de variacoes de caracteres agrondmicos de interesse. Para ampliar a
diversidade alélica do amendoim, esforcos tém sido feitos para introgredir
genes, a partir de parentes silvestres dipldides (SIMPSON et al., 2003;
STALKER et al., 2002; STALKER e LYNCH, 2002).

Espécies silvestres de Arachis podem ser encontradas em regides
extremamente adversas e muitas sao resistentes a estresses bidticos
(LEAL-BERTIOLI et al., 2010; NELSON et al., 1989; PROITE et al., 2008).
Sao anatomicamente diversas do cultigeno, em termos de anatomia, area
foliar, ciclo, tamanho e espessura de estoldo, entre outras.

Resisténcia a doencas e pragas sao uma limitacdo fundamental para a
cultura do amendoim em vaérias regides do mundo, especialmente onde
recursos para controle fitossanitario sdo mais escassos. Nessas regides

a transferéncia de resisténcias a partir dos parentes silvestres sdo uma
contribuicdo ainda mais significativa, pois contribuirdo para a seguranca
alimentar desses povos. No entanto, essa introgressdo tem sido limitada
por diferenca de ploidia entre os parentes silvestres e o cultigeno. Um caso
de transferéncia de resisténcia no amendoim bem documentado originou
duas cultivares resistentes ao nematoide das galhas, sdo elas COAN and
NEMATAM (SIMPSON e STARR, 2001; SIMPSON et al., 2003).
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Uma das razdes para o sucesso da introgressao da resisténcia ao -
nematéide em amendoim e para os esforcos correntes de introgressao de
resisténcias a fungos foliares é que essas caracteristicas sdo codificadas
por um ou poucos genes ou QTLs (GARCIA et al., 1996; GOWDA, 2008;
LEAL-BERTIOLI et al., 2009) . Entretanto, para tolerancia a seca, o cenario
€ muito mais complexo: a capacidade de uma cultivar produzir sob estresse
hidrico é devida a uma gama de caracteristicas (anatomicas fisiolégicas,
biogquimicas), tornando a transferéncia dessa tolerancia igualmente mais
complexa.

Em programas de introgressdo, o primeiro passo é eleger o parental com as
caracteristicas desejadas. Entretanto, aparece a questao: essa caracteristica
permanece uma vez que a ploidia é alterada? Essa questao leva a um
segundo questionamento: considerando que o processo de cruzamento,
tetraploidizacao e recuperacao de anfidipléides férteis, o que é mais
eficiente: fenotipar os parentais dipléides e cruzar os mais interessantes ou
cruzar acessos compativeis e s6 depois avaliar as caracteristicas relativas ao
estresse hidrico?

Para tentar responder a essas questdes, foram realizadas vérias anélises de
caracteristicas relacionadas a resposta ao estresse hidrico com dois acessos
silvestres dipldides (A. duranensis V14167 e A. ipaensis KG30076), o
anfidipléide originado do cruzamento e tetraploidizacao desses, e as duas
cultivares de amendoim mais plantadas no territério brasileiro: A. hypogaea cv
Tatu e A. hypogaea cv. Runner. Foram analisados os seguintes parametros:
eficiéncia de transpiracao, curva de transpiracdo em funcdo da FATS (fracéo
de &gua transpiravel no solo), indice SPAD, éarea foliar especifica, variacao de
is6topo de carbono (AC13), e varias medidas de anatomia foliar.

Para espécies silvestres sob estresse hidrico gradual, a transpiracao declina
seguindo o mesmo padrdao que o amendoim e outras espécies de leguminosas
(SADRAS e MILROY, 1996; SINCLAIR e SERRAJ, 1995). N&o houve diferencas
significantes entre o ponto em que o declinio se inicia (threshold) entre
silvestres e o cultivado Runner (variando entre 0,58 e 0,87. O anfidipldide, por
outro lado, teve um valor muito menor (0.30+ 0.05).

A eficiéncia de transpiracao (ET) foi avaliada em dois experimentos: as cultivares
de amendoim apresentaram uma ET mais alta em relacdo aos demais gendtipos
(entre 3,22 e 4,08), sendo que o anfidipldide apresentou a ET mais baixa (2,72
e 2,12). Os silvestres apresentaram valores intermediarios. Esses dados sugerem
que a biomassa dos individuos nao determina os valores de ET, uma vez que as
plantas silvestres sdao geralmente menores e com éarea foliar reduzida e a area
foliar do anfidipléide é semelhante aquela dos cultivados. Além disso pode-se
observar-se que os valores de éarea foliar especifica, SPAD, e dados de anatomia
foliar seguem o mesmo padréo (ou falta de): alguns dados do anfidipldide sdo
mais similares ao parental A. duranensis, outros ao parental A. ipaensis, outros
tornam-se totalmente semelhantes ao amendoim cultivado tetrapléide.
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De todos os experimentos conduzidos ao longo de dois anos, algumas
conclusées podem ser retiradas: existe um contraste definido entre espécies
silvestres e cultivares de amendoim. Das vinte e uma caracteristicas tessadas,
dez modificam-se quando a planta é tetraploidizada, tornando-a mais préxima
do amendoim cultivado (ex. area foliar, comprimento e espessura de estdmatos,
densidade de células epidérmicas); seis caracteristicas assemelham-se as do
parental A. duranensis (ex. indice estomatico abaxial e adaxial, area foliar
especifica e variacao de is6topo de carbono); quatro assemelham-se as do
parental A. ipaensis (ex. densidade de tricomas na face abaxial, indice SPAD
sob estresse e em plantas controle); e uma caracteristica (razdo entre a
espessura da hipoderme e a espessura total da folha) apresentou-se diferente
de qualquer outro gendtipo testado. Considera-se que as caracteristicas que
permaneceram no anfidipldide originadas dos parentais silvestres sao passiveis
de introgressao, enquanto que as outras sao derivadas da tetraploidizacdo ou
de novas combinacoes alélicas.

Como esse estudo, conclui-se que a predicao de como as caracteristicas serao
herdadas diante do processo de tetraploidizacao é baixa e parece depender

da caracteristica estudada. Apesar da necessidade de se validarem esses
dados em um numero maior de anfidipldides, hoje ja disponiveis (SANTOS et
al., 2008), atualmente recomendamos que a fenotipagem de caracteristicas

relacionadas ao estresse hidrico seja realizada apds o processo de cruzamento e
tetraploidizacao.

A partir desses resultados, essa equipe vem engendrando esforcos na area de
gendmica funcional para o estudo da resposta ao estresse hidrico em espécies
silvestres de amendoim. Foi observado um comportamento fisiolégico durante
o0 estresse bastante diferente das cultivares de A. hypogaea testadas, como,
por exemplo, uma répida diminuicdo da taxa de transpiracdo em resposta a
quantidade de agua transpirdvel no solo. Trés acessos silvestres foram entao
escolhidos como gendtipos silvestres de referéncia do genoma tipo AA (A.
duranensis acesso K7988) e do genoma tipo BB (A. magna acesso KG30097
e A. ipaensis acesso KG30076) para os estudos de gendmica (BRASILEIRO

et al., 2008; LEAL-BERTIOLI et al., 2007). O principal prcpdsito da gendmica
funcional é o de alocar os genes contidos em um determinado genoma dentro
de uma perspectiva funcional, visando identificar qual proteina é traduzida por
cada gene, e qual o seu papel no funcionamento do organismo como um todo.
Pesquisas aplicadas a prospeccao de genes envolvidos com estresse hidrico
estdo sendo desenvolvidas para uma série de espécies vegetais (TUBEROSA;
SALVI, 2006; VALLIYODAN; NGUYEN, 2006) visando identificar, isolar,
caracterizar e validar a funcao biolégica de genes associados a resposta a seca.

Nesse contexto, o transcritoma de plantas de A. magna submetidas a estresse
hidrico gradual, e seu respectivo controle ndo-estressado, foi analisado pela
construcao de duas bibliotecas subtrativas de cDNA (SSH) (BRASILEIRO et al.,
2008; MORGANTE et al., 2009). A andlise in silico revelou 759 leituras que
foram agrupadas em 249 clusters (138 singlets e 111 contigs), com um indice
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de novidade de 32,8%. Varios genes foram identificados como sendo regulados
positiva ou negativamente nas condicdes de estresse ou de controle. O perfil
de expressdo de alguns desses genes diferencialmente regulados foi validado
pela técnica de RT-PCR em tempo real, utilizando o cDNA de raizes e folhas.
Genes que codificam, por exemplo, a glycine descarboxilase, metallothionein-
like protein, drought stress responsive protein e duas proteinas desconhecidas
sdo regulados positivamente durante o estresse hidrico enquanto que o gene
que codifica para uma disease responsive protein é regulado negativamente
durante o estresse hidrico. Assim, esses resultados revelaram que a expressao
espacial e temporal desses genes estdo fortemente correlacionados com os
dados da anélise in silico e com a resposta ao estresse. Os genes-candidatos
de A. magna que se revelaram mais promissores serdo, no futuro, isolados e
introduzidos em plantas transgénicas modelo (como Medicago truncatula) ou
alvo (amedoim) a fim de avaliar a regulacao da sua expressao e o seu potencial
papel nos mecanismos de resposta da planta ao estresse.

Dando continuidade as andlises gendmicas, mais recentemente, a equipe
analisou o perfil global de expressao em dois tecidos (folha e raiz) de plantas
de A. duranensis submetidas a estresse hidrico gradual, utilizando a tecnologia
454 de sequenciamento massal. Foram geradas 380.601 leituras com um
tamanho médio de 293,24 nucleotideos apds limpeza. Depois do agrupamento
e da montagem, um total de 12.840 sequéncias Unicas foram geradas para

A. duranensis. A interpretacao funcional das sequéncias obtidas foi realizada
por atribuicdes de Ontologia Génica, mostrando uma cobertura para uma
ampla gama de categorias. O indice de novidade foi de 29% e um nUmero
significativo de sequéncias foi identificado como sendo diferencialmente
expresso entre as duas bibliotecas. Assim como realizado para A. magna, o
perfil de expressao temporal e espacial dos genes-candidatos de A. duranensis
serdo posteriormente validados. Até o momento, esses sao os Unicos trabalhos
de andlise de transcritoma de espécies silvestres de Arachis submetidas ao
estresse hidrico.

O estudo do perfil de expressédo pelo sequenciamento em larga escala de
cDNA em espécies silvestres de Arachis submetidas a estresse hidrico gradual
possibilitard a rapida e eficiente identificacao de genes e de suas interacoes
durante os processos de estresse abidtico. A andlise in silico dessas sequéncias
poderé revelar genes-candidatos, auxiliando na construcao de um quadro
comparativo em termos transcricionais do processo de resposta e adaptacao
das plantas ao estresse hidrico, podendo ser integrado ao conhecimento

atual da tolerancia das plantas ao estresse abidtico. Os conhecimentos
gerados proporcionarao importantes alternativas com potencial aplicagcédo na
biotecnologia (selecao assistida por marcadores, introgressao/introducao de
genes candidatos no amendoim cultivado), visando o desenvolvimento de
cultivares de amendoim mais tolerantes a seca e mais adaptadas a condicdes
ambientais adversas. Através de estudos de sintenia e gendOmica comparativa,
sera possivel também estender esses conhecimentos para outras culturas de
importancia econdmica para o Pais.
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