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Resumo 

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma importante fonte de óleo e proteínas, 
amplamente utilizada no processamento de alimentos. Essa cultura apresenta reduzida 
variabilidade genética (quando são consideradas características de interesse agronômico) e 
diferenças de ploidia quanto aos seus parentais silvestres. Um dos principais objetivos dos 
melhoristas é aumentar a resistência contra patógenos e aumentar a produtividade dos 
grãos. A ferrugem, causada pelo fungo Puccinia arachidis Speg. e o déficit hídrico, 
apresentam-se como um dos fatores limitantes da cultura. Para ampliar a variabilidade 
genética da cultura, as espécies silvestres podem ser utilizadas por serem consideradas 
fontes de resistência a doenças e de adaptação a diversos ambientes. A introdução de 
novas características por cruzamentos e a utilização de poliploides sintéticos é uma rota 
atrativa para superar limitações genéticas. Como as características podem mudar devido à 
poliploidia, foram utilizados seis tetraploides sintéticos que combinam espécies doadoras 
dos genomas A, B e K, que permite uma melhor compreensão dos efeitos da hibridização 
seguida da tetraploidização.. Para isso, foram avaliadas as plantas diploides e tetraploides 
quanto às alterações na morfologia de estruturas foliares, características de pigmentos 
fotossintéticos, tolerância ao déficit hídrico por meio da taxa de transpiração/área foliar sob 
alto déficit de pressão de vapor (DPV) e as melhores combinações dos alotetraploides 
sintéticos para respostas fitopatológicas à ferrugem foliar, por meio da metodologia de folhas 
destacadas. Após a observação das melhores espécies para resistência à ferrugem, foram 
avaliados os parentais e segregantes da população de mapeamento para o genoma B de 
Arachis em dois bioensaios para 15 características (resistência à ferrugem e características 
de interesse agronômico). Foram utilizados marcadores moleculares e mapas genéticos de 
ligação, que auxiliaram na caracterização de alelos desejáveis e não desejáveis por meio da 
identificação de QTLs (Quantitative Trait loci) ligados às características de interesse. De 
maneira geral, observou-se que a tetraploidização provocou aumento na área foliar total, na 
incidência de nódulos de rizóbio/grama de raiz, nas células estomáticas e no teor de 
pigmentos fotossintéticos, tanto por SCMR quanto pelo método extrativo de clorofilas. A 
análise de tolerância ao déficit hídrico sob alto DPV, mostrou que a tetraploidização 
provocou alterações quanto ao caráter observado nos diploides silvestres. Os tetraploides 
sintéticos apresentaram maior sensibilidade às variações de DPV e se aproximaram das 
cultivares de A. hypogaea. BatDur1 foi a combinação mais promissora com menores 
TR/AFs. Para análise de resposta ao fungo P. arachidis, o silvestre A. ipaënsis e os 
sintéticos IpaDur1 e IpaVillo1, foram os mais suscetíveis à ferrugem, sugerindo que a 
suscetibilidade foi derivada de A. ipaënsis. Para a população de mapeamento, construída a 
partir de A. ipaënsis e A. magna, foram identificados 13 QTLs para resistência à ferrugem, 
sendo um QTL de maior efeito identificado nos dois bioensaios e mapeado no grupo de 
ligação B08 próximo ao marcador Ah-280. Esse QTL explicou 5,8% a 59,3% de variação 
fenotípica para quatro características. Todos os QTLs identificados para resistência à 
ferrugem foram derivados de A. magna. Para características agronômicas e de 
domesticação, foram identificados 25 QTLs nos diferentes anos de avaliação. Foram 
mapeados QTLs para duas características de domesticação (comprimento de peg e 
constricção da vagem) na mesma posição dos GL B01 e B04 e explicaram um total de 
10,7% a 30,4% da variação fenotípica. Os alelos que aumentam os valores de 
características relacionadas à domesticação são derivados de ambos os parentais. No 
entanto, os alelos que aumentam o número de sementes foram doados pelo parental A. 
ipaënsis. A identificação de fontes e mecanismos de resistência à ferrugem, tolerância ao 
déficit hídrico e melhores características agronômicas são pré-requisitos para o sucesso nos 
programas de melhoramento genético. Estes resultados constituem um importante recurso 
no programa de melhoramento do amendoim, no que se refere aos efeitos da 
tetraploidização e resistência à ferrugem. 

Palavras-Chave: Arachis, tetraploides sintéticos, Puccinia arachidis, ferrugem, QTLs.  
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Abstract 

The peanut (Arachis hypogaea L.) is a major source of oil and protein widely used in 
food processing. This culture has reduced genetic variability (when it is considered traits of 
agronomic interest) and differences in ploidy (2n = 4x = 40) as their wild parents. A major 
goal of plant breeders is to increase the resistance against pathogens and increase the 
productivity of grains. Rust caused by the fungus Puccinia arachidis Speg. and the drought 
are as one of the limiting factors of culture. Wild species can be used to increase the genetic 
variability of culture because they are considered disease resistance sources and to adapt to 
different environments. The introduction of new traits for crossings and the use of synthetic 
polyploids is an attractive route to overcome genetic limitations. As the characteristics may 
change due to the polyploidy, six synthetics tetraploids were used to combine the donor 
species genomes A, B and K.  This allows better understand the effects of hybridization 
followed by tetraploidization Therefore, the diploid plants and tetraploid were evaluated for 
changes the morphology of the leaf structures, photosynthetic pigments characteristics and 
tolerance to drought through transpiration rate/leaf area under high vapor pressure deficit 
(VPD)Moreover, the best combinations of synthetic allotetraploids for phytopathological 
responses to leaf rust were evaluated by the methodology of detached leaves. After that,  the 
best species for resistance to rust were selected and evaluated with parental and segregants 
of the mapping population for the B genome of Arachis in two bioassays for 15 
characteristics (resistance to rust and traits of agronomic interest). For this purpose, 
molecular markers and genetic linkage maps were used, which helped in the characterization 
of desirable and undesirable alleles through the identification of QTLs (quantitative trait loci) 
linked to the characteristics of interest. In general, it was observed that the tetraploidization 
increased the total leaf area, the incidence of Rhizobium nodules/gram of roots, the stomatal 
cells and the photosynthetic pigment content, evaluated by SCMR and by extractive method 
of chlorophyll. The analysis of tolerance to water stress at high VPD showed that 
tetraploidization caused changes when compared to wild diploids. Synthetic tetraploids 
showed greater sensitivity to changes in VPD and were close to the cultivated A. hypogaea. 
BatDur1 was the most promising combination with lower TR/AF. For analytical response to 
the fungus P. arachidis, the wild A. ipaënsis and IpaDur1 and IpaVillo1 synthetics were the 
most susceptible to rust, suggesting that susceptibility was derived from A. ipaënsis. For the 
mapping population constructed from ipaënsis A. and A. magna, 13 QTLs were identified for 
rust resistance. The major effect QTL was identified in both bioassays and mapped to 
linkage group B08 near the marker Ah-280. This QTL explained 5.8% to 59.3% of the 
phenotypic variation for four characteristics. All QTLs identified for rust resistance were 
derived from A. magna. For agronomic and domestication traits, 25 QTLs were identified in 
different years of assessment. QTLs for two characteristics of domestication (length peg and 
constriction pod) were mapped in the same position of GL B01 and B04 and explained a total 
of 10.7% to 30.4% of the phenotypic variation. The alleles that increase the characteristic 
values related to domestication are derived from both parents. However, the alleles which 
increase the number of seeds were donated by parental A. ipaënsis. The identification of 
sources and rust resistance mechanisms, tolerance to drought and better agronomic 
characteristics are prerequisites for success in breeding programs. Thus, these results 
provide an important resource in peanut breeding, in relation to purpose of tetraploidization 
and rust resistance. 

Keywords: Arachis, synthetic tetraploid, Puccinia arachidis, rust, QTLs. 

  



19 
 

Introdução Geral 

 

A expansão geográfica e variações morfológicas distintas demonstradas em 

poliploides naturais (Soltis et al., 2007) sugerem que a multiplicação do genoma per se pode 

representar tanto uma vantagem evolutiva (Parisod et al., 2010), quanto um mecanismo 

importante na especiação da planta (Arrigo e Barker, 2012). Estudos demonstram que a 

poliploidia envolve muito mais do que a simples fusão de dois genomas; envolve todo um 

espectro de ajustes moleculares e fisiológicos (Adams e Wendel, 2005). Muitas vezes as 

diferenças observadas na morfologia, fisiologia e características de vida entre os poliploides 

e seus progenitores podem contribuir para o estabelecimento e sucesso das espécies 

poliploides em novas condições ecológicas (Ramsey e Schemske, 2002; Mayrose et al., 

2010).  

Plantas poliploides podem surgir via hibridização interespecífica, duplicação 

genômica (Lavania, 2013) ou gametas não reduzidos. De fato, a hibridação entre espécies 

ou entre populações divergentes leva à formação de novas combinações genotípicas e 

fenotípicas que podem permitir a colonização de novos nichos ecológicos (Mráz et al., 

2011). Híbridos de plantas recém-formadas são frequentemente estabilizados por 

poliploidização (duplicação do genoma), o que atenua os problemas cromossômicos durante 

a meiose e, assim, evita a esterilidade (Abbott et al., 2010).  

Uma das características mais marcantes dos poliploides é o gigantismo: aumento no 

tamanho celular. Especialmente nos alotetraploides, esse fato é geralmente atribuído à 

heterose. Além de alterações metabólicas celulares, os poliploides exibem uma série de 

alterações macroscópicas durante o desenvolvimento (Leitch e Leitch, 2008). Dimensões 

estomáticas, tais como comprimento e largura dos estômatos, são utilizadas como um 

indicador de poliploidia, já que geralmente as plantas tetraploides tendem a ter estômatos 

maiores que os de seus parentais diploides (Hodgson et al., 2010; Gantait et al., 2011). 

O amendoim, Arachis hypogaea L., é uma leguminosa de importância mundial, cuja 

suscetibilidade a diversos fatores bióticos e abióticos limita a produtividade e qualidade das 

sementes (Devi et al., 2010).  Devido ao fato dos parentes silvestres possuírem muitos 

alelos não encontrados no cultígeno e possuírem altos níveis de resistência às principais 

pragas e doenças, os torna com potencial uso para o melhoramento do amendoim 

(Ferguson et al., 2005; Leal-Bertioli et al., 2012).  

O amendoim é frequentemente cultivado em condições de sequeiro, em solos com 

capacidade de retenção de água limitada (Devi et al., 2010). Para adaptar-se à seca, o 

amendoim possui os mecanismos de fuga e prevenção. Na fuga, as plantas antecipam seu 

período de floração e desenvolvimento para fugir da estação seca, já para prevenção, o 
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princípio baseia-se na absorção maior de água pelas raízes e redução da perda de água 

pelas raízes e folhas. Porém, a resposta de tolerância à seca não é simples, e envolve 

muitos genes, além da interação com o ambiente (Zhang et al., 2001). 

A herança dos caracteres associados à tolerância ao déficit hídrico e a altas 

temperaturas é provável que seja geneticamente complexa, devido à interação de várias 

vias metabólicas, provocando alterações bioquímicas, fisiológicas, dentre outras. 

Durante a evolução, as espécies silvestres têm se adaptado a diversos nichos 

ecológicos (Bertioli et al., 2011). Nesse sentido, estudos têm documentado que essas 

espécies apresentam alto grau de polimorfismo de DNA (Moretzsohn et al., 2009), além de 

fontes de resistência quanto à imunidade e resistência a manchas foliares e ferrugem 

(Subrahmanyam et al., 1985; Bertioli et al., 2003). Grandes esforços têm sido feitos para o 

desenvolvimento de ferramentas genéticas e genômicas em amendoim, como o 

desenvolvimento de populações de mapeamento, fenotipagem apropriada, marcadores 

moleculares, identificação de QTLs (Quantitative Trait Loci), e marcadores ligados a 

diversas características importantes (Hong et al., 2010; Holbrook et al., 2011; Sujay et al., 

2012; Pandey et al., 2012; Varshney et al., 2013). Apesar de existirem QTLs de resistência à 

ferrugem em populações geradas a partir de cultivares (Khedikar et al., 2010), a genética 

para resistência à ferrugem ainda não foi completamente elucidada.  

Este trabalho é composto por dois capítulos. O primeiro descreve algumas alterações 

provocadas pelo efeito da tetraploidização de Arachis, realizado com o objetivo de tornar 

genomas silvestres diploides compatíveis com o genoma de amendoim, disponibilizando 

assim, alelos para introgressão no amendoim cultivado. As avaliações realizadas foram: 

morfologia de estruturas foliares, comparação de constituintes fotossintéticos, características 

relacionadas à resposta ao déficit hídrico e respostas fitopatológicas à ferrugem do 

amendoim, causada pelo fungo Puccinia arachidis. O segundo capítulo detalha a construção 

de um mapa de ligação genética a partir de uma população de mapeamento constituída de 

espécies silvestres diploides (uma das quais foi utilizada para produzir um alotetraploide 

sintético, avaliado no capítulo 1), com respostas contrastantes ao fungo P. arachidis, para 

identificação de QTLs para resistência à ferrugem. Esta tese é parte de um projeto cujo 

objetivo final é a utilização de espécies silvestres de Arachis para o melhoramento do 

amendoim. 

 

  



21 
 

Revisão Bibliográfica 

 

Recursos Genéticos e Melhoramento  

 

Há muitas maneiras de utilizar os recursos genéticos de plantas em programas de 

melhoramento de culturas. Isso dependerá dos problemas que o melhorista está tentando 

resolver, dos recursos disponíveis, da biologia reprodutiva da cultura e da disponibilidade de 

coleções de recursos genéticos apropriados. O fato é que todos os programas de 

melhoramento dependem de recursos genéticos para fazer progressos na melhoria da 

produtividade e da resistência a doenças ou pragas (Bidinger, 1992).  

Segundo Tanksley e McCouch (1997), o sucesso na utilização desses recursos para 

o melhoramento de plantas, pode ser alcançado a partir de parentes silvestres de plantas 

cultivadas, extremamente importantes como fontes de características não disponíveis nas 

espécies-alvo. Este caso é mais frequente com resistências a doenças e viroses, nas quais 

não existem resistências conhecidas nas espécies cultivadas (Bidinger, 1992). Ao longo das 

últimas décadas, a utilização da diversidade de germoplasma exótico ou silvestre aumentou, 

levando ao uso mais intenso desse material no melhoramento (Gepts e Papa, 2003; 

Ferguson et al., 2005; Burow et al., 2009; Leal-bertioli et al., 2014). 

O interesse global sobre a perda de valiosos recursos genéticos tem estimulado 

novos programas para a conservação de recursos genéticos de plantas, especialmente na 

última década, com o desenvolvimento de várias estratégias de conservação (Paunescu, 

2009). As estratégias incluem conservação ex situ (gestão de bancos genéticos), 

conservação e manejo em campo (monitoração e proteção dos agro-ecossistemas) e 

conservação in situ (monitoramento e proteção dos ecossistemas naturais) (Merritt e Dixon, 

2011), combinando caracterização morfológica, agronômica, citogenética e molecular da 

diversidade genética. Essa diversidade é essencial para o melhoramento da produtividade 

agrícola, sustentabilidade e qualidade nutricional de culturas em face das mudanças 

climáticas, pragas e doenças (McCouch  et al., 2012). Coletivamente, há mais de 7 milhões 

de acessos de germoplasma de plantas armazenados nos 1750 bancos genéticos nacionais 

e internacionais (FAO, 2010).  

Desbloquear o potencial das coleções de germoplasma de culturas, no entanto, 

requer um entendimento da quantidade e distribuição da variação genética contida dentro 

delas, para viabilizar estratégias para a conservação, coleta e para aumentar a utilização de 

recursos genéticos vegetais (Mandel et al., 2011).  
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O amendoim (Arachis hypogaea L.)  

 

Entre as plantas cultivadas de base genética restrita, encontra-se o amendoim, da 

espécie Arachis hypogaea L. (Fabaceae). Esse cultígeno difere da maioria das outras 

espécies da seção Arachis pelo nível de ploidia e é isolado reprodutivamente dos putativos 

genitores (Burow et al., 2009), além de possuir características morfológicas mais derivadas 

(Bertioli et al., 2009). Arachis hypogaea e A. monticola são tetraploides (2n = 4x = 40), 

sendo esta última, a única espécie silvestre tetraploide conhecida da seção Arachis, 

considerada estreitamente relacionada com o amendoim (Krapovickas e Gregory, 1994; 

Burow et al., 2009). 

Como tantas outras culturas, o amendoim se tornou mais importante em outras 

regiões do mundo, longe de seu centro de origem, a América do Sul (Bertioli et al., 2011). O 

amendoim é uma das leguminosas mais importantes economicamente e a quinta oleaginosa 

mais cultivada no mundo (Li et al., 2013; Agrochart, 2015). É amplamente cultivada em mais 

de 100 países, especialmente no sudeste dos Estados Unidos e em países como China, 

Índia, além de países da América do Sul e África, com dois terços da produção mundial 

proveniente de áreas de sequeiro, tropicais e sub-tropicais (Gautami et al., 2012b; Feng et 

al., 2012). 

A produção mundial na safra 2013/2014 foi de 39,8 milhões de toneladas de 

amendoim com casca, com previsão de redução em 2,14% para 2014/2015 (Agrochart, 

2015). Essa redução na cultura pode ser atribuída tanto a mudanças climáticas, como às 

doenças fúngicas foliares, que constituem fatores limitantes para a produtividade do 

amendoim, além de seu controle químico elevar os custos de produção (Santos et al., 2011). 

Os principais países produtores são China, Índia, Nigéria e Estados Unidos, 

respectivamente, e desses países, apenas os Estados Unidos apresentam previsão de 

aumento na produção para a safra 2014/2015 (Agrochart, 2015).  

No cenário brasileiro, segundo os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística (IBGE), a estimativa de fevereiro/2015 é de variação percentual positiva na 

estimativa de produção em relação ao ano anterior. Apesar da redução na área plantada e 

da produção no Brasil em 2014, afetadas pelo clima excessivamente seco e quente, a 

estimativa para produtividade de amendoim total é de aproximadamente 16% maior, em 

relação ao ano anterior (Conab, 2014). O estado de São Paulo é o principal produtor de 

amendoim do país, devendo responder por 89,8%, do total colhido em 2015 (IBGE, 2015 – 

LSPA_2). 

Com relação ao tipo agrícola, o amendoim tem sido classificado em diferentes grupos e 

os principais são Valência, Spanish e Virgínia (Paik-Ro et al., 1992). Dentre as principais 
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cultivares plantadas no Brasil, destaca-se a cultivar Tatu (tipo Valência), de ciclo curto (90-

110 dias), hábito de crescimento ereto e moderado potencial produtivo (Godoy et al., 1999). 

A cultivar BR-1, também pertence ao tipo Valência, possui porte ereto, moderadamente 

tolerante às cercosporioses (Embrapa, 2009). Além dessas cultivares, IAC-Caiapó e Runner 

IAC-886 (tipos Virgínia), apresentam alto potencial produtivo e arquitetura de planta mais 

adequada para a colheita mecanizada (Erismann et al., 2006). Exibem como vantagens, a 

maior produtividade em relação à cultivar Tatu, porém Runner IAC 886 apresenta-se como 

suscetível à mancha-preta (Cercosporidium personatum) (Santos et al., 2013) e IAC-Caiapó 

como moderadamente resistente, com resistência parcial e múltipla às doenças foliares 

mancha-preta, mancha-castanha (Cercospora arachidicola), verrugose (Sphaceloma 

arachidis), mancha-barrenta (Phoma arachidicola) e ferrugem (Puccinia arachidis) (Godoy et 

al., 1999). 

O amendoim possui grande importância nutricional e vem sendo consumido cru pelo 

homem desde a pré-história (Freitas et al., 2003).  Por ser uma fonte importante de óleo e 

proteína, além dos seus benefícios à saúde e versatilidade, o amendoim e seus derivados 

são amplamente utilizados no processamento de alimentos (Holbrook e Stalker, 2003; Fu et 

al., 2010; Jiang et al., 2014).  Suas sementes contêm cerca de 40-60% de óleo, 20-40% de 

proteínas e 10-20% de carboidratos, além de elevado valor nutricional, possuindo vitamina 

E, niacina, cálcio, fósforo, magnésio, zinco, ferro, riboflavina, tiamina e potássio. O 

amendoim é usado principalmente para o consumo direto, na indústria de confeitaria, como 

óleo vegetal no cozimento e também como fonte de proteína alimentar na indústria animal. 

Os múltiplos usos do amendoim fazem dele uma excelente cultura comercial para uso 

doméstico, bem como no comércio internacional (Pandey et al., 2012).  

Um dos principais objetivos dos melhoristas de amendoim é aumentar a 

produtividade dos grãos, direta e indiretamente influenciada por características agronômicas 

(Gomes e Lopes, 2005). E esse aumento na produtividade está associado a maiores 

investimentos em pesquisa no melhoramento genético do amendoim (Dwivedi et al., 2007). 

Além disso, grandes quantidades de agrotóxicos têm sido aplicadas na cultura nos últimos 

anos para controlar doenças e insetos.  

O principal problema dos produtores de amendoim no Brasil e no mundo é o ataque 

de doenças fúngicas, como a mancha barrenta (Phoma arachidicola Marasas), mancha 

castanha (Cercospora arachidicola Hori), mancha preta (Passalora personata ou 

Cercosporidium personatum (Berk e Curt.) Deighton), ferrugem (Puccinia arachidis Speg), 

verrugose (Sphaceloma arachidis Bitancourt e Jekins), que podem causar prejuízos à 

cultura na ordem de 70% da produção quando não controladas (Fávero et al., 2009). Além 

desses fungos, o amendoim é uma das culturas hospedeiras mais suscetíveis à invasão de 

Aspergillus flavus Link ex Fries e consequentemente à produção de aflatoxina antes e após 
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a colheita (Liang et al., 2006). Há ainda o agente causador das galhas, o nematoide 

Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood raças 1 e 2 [root-knot nematode (RKN)] (Chu et al., 

2007), embora outras duas espécies também comprometam a cultura, M. hapla Chitwood e 

M. javanica (Treub) Chitwood (Nagy et al., 2010).  

Além desses fatores, a alta salinidade e o déficit hídrico são muito limitantes à 

produção do amendoim. Cultivado basicamente por agricultores com poucos recursos, o 

amendoim é amplamente cultivado nos trópicos semi-áridos sem muito investimento na 

cultura. Esses ambientes geralmente apresentam baixa precipitação de chuvas e altas 

temperaturas, limitando a produtividade e qualidade de sementes (Devi et al., 2010; Leal-

Bertioli et al., 2012). 

Sabe-se que alguns componentes do amendoim podem trazer benefícios à saúde, 

como por exemplo, o ácido oleico, que tem um papel especial no metabolismo de lipídios no 

corpo humano, e pode reduzir o nível de colesterol ‘nocivo’ (lipoproteína de baixa densidade, 

LDL), manter o nível do colesterol ‘útil’ (lipoproteína de alta densidade, HDL), e retardar a 

aterosclerose (Yu et al., 2008).  Além disso, a alta relação de ácidos oleico:linoleico (O:L) é 

uma característica muito desejada pela indústria de amendoim porque confere estabilidade 

oxidativa elevada para o óleo com menor suscetibilidade à rancificação e aumenta a 

durabilidade dos produtos (Wang et al., 2010). Nos últimos anos, os melhoristas vêm 

buscando e investindo na produção de variedades alto-oleicas, ou seja, grãos com alto teor 

de ácido oleico (mais de 75% de ácido oleico e menos de 25% de ácido linoleico) e relação 

O:L maior que 10 ( (Moore e Knauft, 1989; Chu et al., 2011). 

No entanto, o elevado consumo de amendoim e seus derivados no processamento 

de alimentos tem provocado o aumento no número de relatos de reações alérgicas, uma das 

mais sérias alergias alimentares, além disso, estão cada vez mais graves e comuns, 

podendo ser fatais (Fu et al., 2010). O amendoim contém, pelo menos, onze proteínas 

potencialmente alergênicas, de acordo com a União Internacional de Sociedades de 

Imunologia (IUIS). Ara h1, uma vicilina, Ara h2, a albumina 2S, e Ara h3, a legumina, são os 

principais alérgenos de amendoim (Bublin et al., 2013). A redução das concentrações 

desses alérgenos no amendoim, juntamente com incentivo aos produtores, resultaria em 

produtos mais saudáveis (Osuji et al., 2012). 

Toda essa problemática associada aos benefícios já comprovados do amendoim 

aumentou o interesse dos pesquisadores em buscar estratégias e novas ferramentas para o 

desenvolvimento de variedades resistentes, para atender às necessidades dos produtores e 

consumidores.  

O amendoim (A. hypogaea) originou-se do cruzamento de dois diploides silvestres, 

provavelmente A. duranensis (genoma A) e A. ipaënsis (genoma B), que produziu um 

híbrido estéril, cuja fertilidade foi recuperada com uma espontânea duplicação 
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cromossômica, de caráter muito raro (Seijo et al., 2007). O tetraploide resultante (2n = 4x = 

40 cromossomos) apesar do vigor híbrido se distanciou geneticamente dos parentes 

silvestres em decorrência da diferença entre níveis de ploidia, de maneira que todas as 

raças de amendoim cultivado, derivam provavelmente de uma ou poucas plantas. O hábito 

geocárpico do amendoim é uma característica que influencia na dispersão e na estrutura de 

populações. A dispersão de sementes pode ocorrer por ação antrópica (indígenas), por vias 

zoofílicas (por exemplo, aves e/ou roedores) e/ou pela água, por meio de dispersão fluvial 

nas enchentes, o que justificaria sua distribuição geográfica (Kockert et al., 1991; 

Krapovickas e Gregory, 1994).  

O intenso processo de domesticação, possivelmente resultou na progressiva 

restrição da base genética conhecida como gargalo genético (genetic bottleneck), com 

perdas consideráveis de alelos de resistências a doenças, limitando os avanços nos 

programas de melhoramento (Foncéka et al., 2009; Mallikarjuna et al., 2011; Khera et al., 

2013). As espécies silvestres do pool gênico de Arachis podem ser utilizadas para ampliar a 

diversidade genética das cultivares, com a introgressão de novos alelos, importantes para 

características agronômicas e para estudos de genética e genômica (Dwivedi, et al., 2007), 

pois são muito diversas, devido aos diferentes habitats e conhecidamente resistentes a 

vários estresses bióticos e abióticos, como déficit hídrico e manchas foliares 

(Subrahmanyam et al., 1985; Simpson e Starr, 2001; Leal-bertioli et al., 2012).  

No entanto, apesar de apresentarem valiosa resistência a doenças, também têm 

muitos alelos que não são agronomicamente adaptados, que conferem, por exemplo, 

sementes pequenas e hábito de crescimento prostrado, que dificultam a colheita. O baixo 

nível de polimorfismo na espécie cultivada tem dificultado a aplicação de abordagens 

moleculares no melhoramento genético do amendoim (Foncéka et al., 2009). A utilização de 

ferramentas biotecnológicas, como marcadores moleculares e mapas genéticos de ligação, 

são pré-requisitos para o melhoramento molecular de qualquer cultivar (Varshney et al., 

2009), pois auxilia na caracterização de alelos desejáveis por meio da identificação de QTLs 

(Quantitative Trait loci). Os marcadores moleculares ligados aos QTLs de interesse podem 

ser utilizados para auxiliar na seleção e introgressão de características desejáveis e na 

eliminação de plantas com alelos não desejáveis via seleção assistida por marcadores 

(MAS). Além disso, uma fenotipagem precisa de características é um dos fatores primordiais 

nas estratégias de detecção de QTL (Kheddikar et al., 2010). 

Os parentes silvestres são uma importante fonte de genes para resistência a 

estresses bióticos e abióticos que afetam as espécies cultivadas (Leal-Bertioli et al., 2009). 

A introgressão de genes de espécies selvagens só é possível por meio de complexos 

cruzamentos genéticos ou pela transformação genética (Hajjar e Hodgkin, 2007). Até o 

momento, os poucos casos de introgressão de genes de espécies selvagens em A. 



26 
 

hypogaea para a produção de cultivares comerciais de amendoim, revelaram grande 

sucesso (Simpson e Starr, 2001; Simpson et al., 2003).  

Gênero Arachis 

 

As leguminosas (Fabaceae) compreendem uma das famílias mais importantes das 

angiospermas. Com aproximadamente 700 gêneros e 20000 espécies, as leguminosas são 

a terceira maior família de plantas superiores e a segunda mais presente na agricultura, com 

origem aproximada há 65-70 milhões de anos (Doyle e Luckow, 2003; Lewis et al., 2005).  

O gênero Arachis L. pertence à família das leguminosas e compreende 81 espécies 

descritas (2n = 2x = 18, 2n = 2x = 20, e 2n = 4x = 40) com genomas do tipo A, B, C, D, E, F, 

G, K, R e T, distribuídas em nove seções taxonômicas: Arachis, Caulorrhizae, Erectoides, 

Extranervosae, Heteranthae, Procumbentes, Rhizomatosae, Trierectoides e Triseminatae, 

baseadas na morfologia, distribuição geográfica e compatibilidade de cruzamento (Stalker, 

1991; Krapovickas e Gregory, 1994; Valls e Simpson, 2005; Robledo e Seijo, 2010; Valls et 

al., 2013; Silvestri et al., 2014). Dessas espécies, 65 ocorrem no Brasil, 15 na Bolívia, 12 no 

Paraguai, sete na Argentina e duas no Uruguai (Valls e Simpson, 2005). O Brasil possui a 

maior diversidade de espécies do gênero, com representantes das nove seções 

taxonômicas (Krapovickas e Gregory, 1994). Os membros do gênero Arachis são nativos da 

América do Sul e consistem em um grupo diverso de táxons geralmente autógamos e 

sempre geocárpicos (Robledo e Seijo, 2010). Depositadas abaixo da superfície do solo, as 

sementes de Arachis apresentam proteção contra muitas pragas e predadores, com 

condições favoráveis para a germinação. No entanto, as sementes podem não ser 

eficientemente dispersas em condições naturais. Mais raramente, as sementes podem ser 

depositadas mais longe pelo curso da água, erosão do solo ou animais (inclusive o homem). 

(Moretzsohn  et al., 2013). Entre as espécies do gênero, as incluídas na seção Arachis são 

consideradas como as mais derivadas, diversas e numerosas (Krapovickas e Gregory, 

1994). 

A distribuição da seção Arachis se estende a partir das colinas da Cordilheira dos 

Andes na Bolívia e norte da Argentina à costa atlântica do Brasil e das nascentes dos rios 

Mamoré e Guaporé, no norte da Bolívia e rio Tocantins no Brasil Central, ao litoral norte do 

Rio de La Plata, no Uruguai (Robledo e Seijo, 2010). A seção Arachis possui a maior 

distribuição entre os países sul-americanos (Brasil, Argentina, Bolívia, Paraguai e Uruguai). 

Isso inclui o amendoim cultivado (Arachis hypogaea L.) e 31 espécies silvestres conhecidas 

(Krapovickas e Gregory, 1994; Valls e Simpson, 2005). 
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A maioria das espécies da seção Arachis é diploide (2n=2x=20), três são 

aneuploides (2n=2x=18), A decora, A.palustris e A. praecox e duas espécies, A. hypogaea e 

A. monticola, tetraploides (2n=4x=40) com genoma do tipo AB (Krapovickas e Gregory, 

1994; Valls e Simpson, 2005, Silvestri et al., 2014). Baseados em compatibilidade de 

cruzamento e características cromossômicas, diferentes genomas foram designados para 

seção Arachis A, B, D, F, K e G. A maioria das espécies apresenta simetria cariotípica e 

foram atribuídas aos genomas A ou B (Stalker, 1991; Robledo e Seijo, 2010; Silvestri et al., 

2014).  

O grupo do genoma A é o mais numeroso e consiste de 16 espécies diploides 

silvestres, com número básico de cromossomos x=10, morfologicamente semelhantes, com 

compatibilidade de cruzamento, gerando híbridos férteis, pareamento cromossômico e 

estrutura cariotípica regular (Peñaloza e Valls, 1997). As espécies representantes desse 

genoma são caracterizadas pela presença de um pequeno par cromossômico, os 

cromossomos "A". Esses cromossomos têm a metade do tamanho dos demais e 

apresentam um padrão diferencial de condensação durante a prometáfase, além de uma 

grande banda heterocromática na região centromérica (Seijo et al., 2004). Em geral, as 

espécies com genoma A são cariotipicamente homogêneas, com padrões semelhantes de 

distribuição da heterocromatina (Robledo e Seijo, 2010).  

As demais espécies com cariótipos simétricos têm sido tradicionalmente atribuídas 

ao grupo de genoma “B” (ou genoma não-A) porque não apresentam os "cromossomos A". 

Estas espécies são mais diversificadas em suas fórmulas cromossômicas e padrões de 

heterocromatina (Seijo et al., 2004). Recentemente, dois novos tipos de genomas (F e K) 

foram descritos para algumas das espécies anteriormente consideradas no grupo de 

genoma B, baseados em FISH (Fluorescent In situ Hybridization), mapeamento de loci DNA 

ribossômico (rDNA) e detecção de heterocromatina (Robledo e seijo, 2010). As espécies A. 

benensis e A. trinitensis agora são classificadas como tendo um genoma F, e A. batizocoi, 

A. cruziana e A. krapovickasii, um tipo de genoma K. Estes dois genomas têm bandas 

centroméricas na maioria dos cromossomos, diferindo umas das outras na quantidade e 

distribuição de heterocromatina (Moretzsohn et al., 2013). 

Em geral, todas as espécies de genoma "A" podem produzir híbridos interespecíficos 

com espécies portadoras do mesmo genoma com viabilidade acima dos 25% (Krapovickas e 

Gregory, 1994). Entretanto, o híbrido A. stenosperma x A. duranensis apresentou viabilidade 

polínica de 20% (dados não publicados). Já as espécies incluídas no genoma “B”, 

morfologicamente diversas, além de habitarem diferentes regiões ecológicas, o grau de 

fertilidade de seus híbridos interespecíficos varia desde completamente estéril (com menos 

de 10% de viabilidade polínica) para quase completamente fértil (Krapovickas e Gregory, 

1994; Valls e Simpson, 2005).  
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Poliploidia e utilização de híbridos no melhoramento 

Poliploidia é a presença de dois ou mais conjuntos de cromossomos homólogos de 

um mesmo genoma (autopoliploide) ou diferentes genomas (alotetraploide) em suas células 

somáticas (Comai, 2005; Chen, 2010). A poliploidia é bastante comum em plantas, 

sugerindo um processo importante e estratégico na adaptação, especiação e evolução do 

genoma (Foncéka et al., 2012a; Chao et al., 2013). Nas plantas, a poliploidia é mais 

frequente entre as angiospermas, estimada entre 47% e 70% de poliploides (Ramsey e 

Schemske, 1998).  

Segundo Bondada et al. (2000), as folhas são fisiologicamente mais ativas, com 

maiores valores para fotossíntese, condutância estomática e transpiração. Para diferentes 

níveis de ploidia, Beck e colaboradores (2003), observaram que existe uma relação inversa 

entre a frequência de estômatos e o nível de ploidia. Em adição às características 

estomáticas, outras características como o número de epidérmica células e tricomas, 

desempenham um importante papel nos processos de trocas gasosas. A densidade de 

estômatos e células epidérmicas são importantes para determinar o tamanho e aparência 

estomática, como também o complexo estomático (Bondada et al., 2000). Para isso faz-se 

necessário calcular o índice estomático, IE= [NE/(NC+NE)x100], que leva em consideração 

o número de células epidérmicas (NC) e número de estômatos (NE) determinados nas 

observações. 

Enquanto algumas combinações intergenômicas mostram incompatibilidade híbrida e 

redução da adaptabilidade, outras mostram aumento do vigor. Dessa maneira, uma melhor 

compreensão dos mecanismos de poliploidia e vigor híbrido que ditam a origem do híbrido, 

ajudará na manipulação dessas plantas formadas por hibridação de diferentes estirpes, 

variedades ou espécies (Chen, 2010; Kenan-Eichler et al., 2011). Além disso, é de grande 

importância também a sobrevivência do poliploide para manutenção e perpetuação do 

híbrido, sendo, portanto, de interesse particular quando se tenta compreender as 

oportunidades e gargalos da especiação (Kenan-Eichler et al., 2011). Entre as vantagens 

pertinentes aos poliploides, estão a heterose, que fornece mais vigor que os parentais, e a 

redundância gênica, que protege os poliploides de efeitos deletérios e mutações (Comai, 

2005). 

Um autopoliploide é formado por uma duplicação do genoma dentro da mesma 

espécie, já um alopoliploide é derivado de hibridação entre diferentes espécies, seguido por 

duplicação cromossômica ou fusão de gametas não reduzidos entre espécies (Ranney, 

2006; Madlung e Wendel, 2013). Tetraploides, podem ser auto ou alotetraploides. Em 

alotetraploides, o pareamento cromossômico ocorre principalmente entre cromossomos 

homólogos e raramente entre cromossomos homeólogos derivados de diferentes espécies. 
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Quanto maior a distância genética entre os progenitores, menor a probabilidade de que os 

híbridos interespecíficos alotetraploides sejam formados, e a probabilidade de pareamento 

cromossômico homeólogo reduz (Jackson e Chen, 2010). Por exemplo, em algodão 

alotetraploide, os progenitores divergiram há 7-8 milhões de anos e os genes evoluiram de 

forma independente em relação aos progenitores (Liu et al., 2001). Já em Brassica napus, 

os progenitores B. rapa e B. oleracea divergiram há 3,5 milhões de anos e estão 

intimamente relacionados. Como resultado, numerosos rearranjos cromossômicos são 

documentados em alotetraploides de Brassica ressintetizados (Gaeta et al., 2007). 

De acordo com Madlung e Wendel (2013), o que McClintock propôs em 1984, 

quando definiu o termo “choque genômico” como surgimento de alterações estruturais no 

genoma (translocações, inversões, deficiências, duplicações), em resposta à hibridação, 

vem sendo repetidamente validado nas últimas décadas por diversos autores em muitos 

sistemas alotetraploides. Sendo assim, um alotetraploide é considerado um "híbrido 

interespecífico duplicado", e as espécies definidas de acordo com o seu grau de isolamento 

pré e/ou pós zigótico (Ramsey e Schemske, 1998). Isso pode ocasionar um gargalo 

genético, como também levar a permanente fixação de heterozigose e vigor híbrido como, 

por exemplo, trigo (Triticum aestivum), canola (Brassica napus), algodão (Gossypium 

hirsutum) e amendoim (Arachis hypogaea)(Chen, 2010).  

No caso do amendoim, a ocorrência do evento de hibridação seguida de duplicação 

genômica, levou ao surgimento e isolamento reprodutivo da espécie alotetraploide A. 

hypogaea (Burow et al., 2001). Esse distanciamento, associado à autofecundação, criou um 

gargalo genético severo, com perda de alelos importantes contidos no pool gênico primário. 

Esse evento resultou em uma cultura com baixa variabilidade genética, que limita avanços 

nos estudos de genética e progressos no melhoramento.  

 O conhecimento da variação genética de acessos de amendoim é importante para a 

sua utilização eficiente em programas de melhoramento genético, para estudos sobre a 

evolução das culturas, e para fins de conservação (Moretzsohn et al., 2004). A introdução de 

novas características por cruzamentos é uma rota atrativa para superar limitações genéticas 

e introdução de características melhoradas na cultura.  

Existem alguns obstáculos devido às plantas silvestres não serem agronomicamente 

adequadas. Vários ciclos de retrocruzamento geralmente são necessários para eliminar 

genes/alelos indesejáveis dos genitores silvestres. E mesmo assim, alelos silvestres com 

efeitos pleiotrópicos e com arraste de ligação, podem reduzir o desempenho agronômico da 

descendência a partir do cruzamento de cultivar × silvestre (Leal-Bertioli et al., 2012). A 

variabilidade observada nas espécies silvestres segue na mesma linha de tetraploides 

sintéticos e híbridos diploides. Como observado em experimentos com anfidiploides e 

autotetraploides a partir do uso de colchicina no ICRISAT, onde notou-se que híbridos F1 
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entre A. batizocoi e A. cardenasii apresentaram poucas flores e curto período de 

florescimento; e híbridos de A. magna com A. duranensis ou vice-versa com hábito de 

crescimento arbustivo, não observado em quaisquer outras combinações utilizadas 

(Malikarjuna et al., 2011).   

A utilização direta de parentes silvestres diploides em cruzamentos compatíveis com 

o amendoim para ampliar a base genética e introduzir características agronomicamente 

úteis, não é um processo fácil, devido às diferenças de ploidia. As pesquisas com a 

utilização de híbridos de espécies de Arachis iniciou com os trabalhos de Simpson e 

colaboradores (1993), com o desenvolvimento do anfidiploide TxAG-6 derivado do 

cruzamento entre um híbrido diploide (parental masculino), decorrente de duas espécies de 

genoma A, dentre elas A. cardenasii acesso GKP 10017 e a espécie A. batizocoi, acesso 

K9484 (parental feminino). O híbrido triploide estéril resultante foi posteriormente duplicado 

com colchicina, originando um anfidiploide fértil, denominado TxAG-6 com notada 

resistência a doenças e extensivamente utilizado nos programas de retrocruzamento de 

amendoim.   

Nessa mesma linha de pesquisa, para simular a formação do amendoim, Fávero 

(2004; Fávero et al., 2006) realizou cruzamentos entre espécies diploides de genomas A, B 

e K e gerou híbridos estéreis, que foram tetraploidizados para serem cruzados e 

retrocruzados com A. hypogaea a fim de recuperar os caracteres do cultígeno. 

Posteriormente, Santos (2012) gerou a partir de diferentes cruzamentos de espécies 

silvestres de Arachis, novos tetraploides sintéticos para combinar os putativos doadores dos 

genomas A e B, além de outras espécies com diferentes genomas. Essas combinações 

poderão constituir uma população variável de tetraploides de amendoim, sugerindo uma 

nova fonte de A. hypogaea (Mallikarjuna et al., 2011).  

A utilização de sucessivos cruzamentos e utilização de híbridos no melhoramento do 

amendoim permitiu o desenvolvimento da primeira cultivar portadora de resistência a 

nematoide da raiz, denominada COAN. Essa cultivar foi desenvolvida a partir da 

identificação e transferência de segmentos de resistência da espécie silvestre de amendoim, 

A. cardenasii. Logo depois, foram desenvolvidas as cultivares nemaTAM e Tifguard (Nagy et 

al., 2010). Para obtê-las, cruzou-se cultivares de A. hypogaea com um anfidiploide, 

denominado TxAG-6, obtido a partir do cruzamento de A. diogoi, A. cardenasii e A. batizocoi 

(Simpson et al., 1993; Simpson e Starr, 2001; Simpson et al., 2003). Recentemente, novos 

tetraploides sintéticos foram desenvolvidos a partir do cruzamento da espécie A. batizocoi 

acesso K9484, com genoma K, com dois acessos, V14167 e SeSn2848, da espécie A. 

duranensis e com a espécie A. stenosperma, acesso V10309. Seus respectivos híbridos, 

foram então denominados de BatDur1, BatDur2 e BatSten1, respectivamente (Leal-Bertioli 

et al., 2014). 
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Tolerância ao déficit hídrico 

A seca é provavelmente o fator ambiental mais importante que afeta adversamente o 

crescimento e desenvolvimento das plantas. O efeito da seca nas plantas tem sido estudado 

por muitos anos e alterações induzidas pelo suprimento insuficiente de água têm sido 

analisadas tanto em populações, planta/planta, quanto bioquímica e molecularmente 

(Benesová  et al., 2012).  

As plantas possuem diversas estratégias para lidar com condições de seca 

prolongada. O fenômeno de tolerância à seca é complexo e poligênico, baseado em várias 

características herdadas, como por exemplo, o uso eficiente de água e conservação, além 

de mecanismos de tolerância à desidratação celular (Manjulatha et al., 2014). Em função 

disso, estudos em diferentes culturas para tolerância à seca têm sido desenvolvidos, como 

em caupi (Belko et al., 2012), milho (Benesová et al., 2012), soja (Silvente et al., 2012) e 

amendoim (Hamidou et al., 2011; Leal-Bertioli et al., 2012), entre outros. 

Um dos principais mecanismos de defesa da planta contra o déficit hídrico é a 

diminuição da transpiração causada pelo fechamento parcial ou completo dos estômatos, 

frente à baixa disponibilidade de água. Porém, o fechamento de estômatos afeta não 

apenas a transpiração, mas também outros processos, como a absorção de CO2 pelas 

folhas, que está intimamente ligado ao controle de perda de água dos estômatos (Benesová 

et al., 2012; Songsri et al., 2013). 

A distribuição das raízes, a densidade de comprimento radicular, maior área foliar 

específica (SLA) e maior concentração de clorofila têm sido úteis para a seleção de 

características mais adequadas a condições de seca (Upadhyaya et al., 2011; Songsri et al., 

2013).  

Como a poliploidia altera bioquimicamente e também influencia na eficiência 

fotoquímica da planta, é interessante conhecer o status dos pigmentos fotossintéticos 

(clorofila A, clorofila B, clorofila total e carotenoides totais) nos genótipos. Além das análises 

já citadas, a leitura do conteúdo de clorofila pelo medidor SPAD (SCMR) reflete o teor de 

clorofila por unidade de área foliar. Genótipos com altos valores de SCMR e baixos valores 

de SLA, sugerem uso eficiente de água, podendo ser utilizados nos programas de 

melhoramento (Nigam e Aruna, 2008). A comparação com a quantificação de pigmentos 

fotossintéticos pode ajudar a corroborar os resultados iniciais de SCMR.  

Outra característica putativa é a limitação da taxa de transpiração sob alto DPV 

(déficit de pressão de vapor atmosférico) (Devi e Sinclair, 2011), corroborada em 

experimentos com genótipos tolerantes de feijão caupi sob condições de seca e sob alto 

DPV (Belko et al., 2012). O amendoim é tolerante a condições de déficit hídrico, mas secas 

prolongadas e recursos limitados de água, restringem a produção sustentável da cultura, 
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geram estresse na planta e, consequente, causam perdas de qualidade e produtividade 

(como redução no número e tamanho das sementes, baixo conteúdo de óleo, composição 

de ácidos graxos dentre outras) (Kottapalli et al., 2013). Estima-se que a seca seja 

responsável por perdas no valor de 500 milhões de dólares na produção anual de amendoim 

(Sun et al., 2013).  

Avanços na genômica oferecem ferramentas para o melhoramento assistido por meio 

da identificação e introgressão de regiões genômicas associadas com tolerância à seca para 

o desenvolvimento de cultivares mais tolerantes, usando seleção assistida por marcadores 

(SAM) (Varshney et al., 2009; Ravi, et al., 2011). No entanto, a abordagem tradicional no 

melhoramento do amendoim para tolerância à seca tem sido lenta, devido à raridade de 

alelos para esse caráter no germoplasma da cultura (Bhatnagar-Mathur et al., 2007; Sun et 

al., 2013). O estudo de espécies silvestres de Arachis poderá fornecer características 

relacionadas a melhores respostas para condições de seca, com possibilidades de 

introgressão para o material cultivado (Sun et al., 2013). Uma rota promissora para a 

introgressão de características é a utilização de alotetraploides sintéticos a partir de 

espécies previamente selecionadas para características de interesse. Esses tetraploides 

sintéticos são usados para superar as barreiras reprodutivas, além de permitirem a análise 

em todo o genoma da transmissão da cromatina entre os silvestres e a espécie cultivada 

(Foncéka, et al., 2009).  

Visando ao desenvolvimento de cultivares tolerantes, os programas de 

melhoramento têm aplicado durante os últimos anos, diversas estratégias para isolar fatores 

envolvidos em respostas à seca e a outros fatores de estresses bióticos e abióticos. Quanto 

à tolerância à seca, a busca de genes tem sido importante para a agricultura moderna, que 

requer a identificação e validação de genes candidatos (Pruthvi et al., 2013). Além disso, 

nos últimos anos, muitos genes que conferem resistência à seca foram introgredidos em 

cultivares, como por exemplo os genes do fator de transcrição da conjunto DREB/CBF, úteis 

no desenvolvimento de cultivares importantes (Sun et al., 2013) como o amendoim, com 

plantas transgênicas, que expressam proteínas DREB1A conduzidas pelo promotor rd29A 

de A. thaliana (Bhatnagar-Mathur et al., 2007).  

Nodulação 

A simbiose entre leguminosas e bactérias do solo, chamadas Rhizobium, é uma das 

mais importantes interações benéficas planta-micróbio (Yokota e Hayashi, 2011) e se 

distinguem pela característica de formação de estruturas denominadas nódulos no sistema 

radicular da planta. Dentro dos nódulos, bacterioides diferenciados fixam nitrogênio 

atmosférico a formas reduzidas, que são incorporadas pela planta (Bogino et al., 2010). O 
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processo simbiôntico de fixação de nitrogênio é um caminho ‘natural’ para fornecer 

nitrogênio às culturas. Um importante gênero de rizóbio que nodula o amendoim é 

Bradyrhizobium sp.. Esta bactéria nodula o amendoim em ambientes naturais de todo o 

mundo (Taurian et al., 2006).  

Nem todas as leguminosas apresentam a simbiose com nódulos da raiz. As 

leguminosas mais comuns, soja, ervilha, feijão, dentre outras, que são todas plantas 

cultivadas, pertencem ao subconjunto Papilionoideae, em que 90% das espécies 

apresentam nodulação (Yokota e Hayashi, 2011) e além dessas culturas, destaca-se o 

amendoim. Embora a simbiose seja benéfica para o crescimento da planta hospedeira no 

suprimento de nitrogênio, a formação de nódulos excessiva pode ser prejudicial, uma vez 

que rizóbios fixadores de nitrogênio nos nódulos consomem uma quantidade considerável 

de carbono fixado pela fotossíntese. Para lidar com este problema, leguminosas utilizam 

uma regulação por feedback negativo para a formação de nódulos (Yokota e Hayashi, 2011).  

As raízes das plantas liberam continuamente flavonoides que se acumulam na 

rizosfera e constituem os primeiros sinais. Dependendo do hospedeiro e da bactéria, esses 

componentes servem como sinais, ativando a proteína regulatória de transcrição bacteriana 

NodD, que por sua vez induz outros genes de nodulação  (Fabra et al., 2010). Os produtos 

desses genes estão envolvidos na síntese e secreção dos principais sinais de nodulação de 

rizóbios, chamados fatores Nod (NF). Os fatores Nod causam alterações morfológicas nos 

pêlos radiculares em leguminosas e levam à infecção, nodulação e fixação simbiótica de 

nitrogênio (Fabra et al., 2010).  

O aumento da salinidade do solo representa um dos principais entraves para a 

agricultura em terras áridas e semi-áridas, onde a deficiência de nitrogênio mineral também 

é uma característica frequente dos solos. A fixação do nitrogênio biológico por leguminosas 

pode constituir uma alternativa econômica, competitiva e sustentável para adubação 

química (nitrogênio mineral) para o cultivo de amendoim em áreas sob condições de 

salinidade moderada (El-Akhal et al., 2013). 

Resistência à ferrugem (Puccinia arachidis Speg.) 

A ferrugem, causada pelo fungo Puccinia arachidis Speg. e a mancha-preta, causada 

pelo Phaeoisariopsis personata Ber. e MA Curtis, são doenças do amendoim 

economicamente muito importantes, podendo causar juntas perdas de 50-70% na produção 

da cultura, quando não controladas (Subrahmanyam et al., 1985; Holbrook, et al., 2011).  

Puccinia arachidis produz pústulas alaranjadas (uredínio) na superfície abaxial dos 

folíolos que ao se romperem expõem urediniósporos na cor castanho-avermelhada. Essas 

estruturas são favorecidas por temperaturas entre 20-28°C, alta umidade relativa deixando 
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as folhas úmidas (Kelly et al., 2012) e provocam rapidamente a necrose e o ressecamento 

das folhas, que tendem a permanecer ligadas à planta, aumentando a perpetuação do 

patógeno, infecção e severidade da doença (Mehan et al., 1994). Além das perdas na 

produtividade, a ferrugem pode diminuir a qualidade das vagens e sementes, reduzindo o 

tamanho e teor de óleo das sementes, podendo afetar a produtividade (Khedikar et al., 

2010; Tashildar et al., 2012).  

Embora essa doença possa ser controlada por fungicidas, a adoção de cultivares 

resistentes é considerada a melhor abordagem para controlar estas doenças. Para isso, 

estudos de resistência a manchas foliares e ferrugem sugerem que a resistência a essas 

doenças é poligênica, complexa e, provavelmente controlada por genes recessivos (Dwivedi 

et al., 2002; Mace et al., 2006; Leal-Bertioli et al., 2010). A identificação de fontes e 

mecanismos de resistência à ferrugem se tornam pré-requisitos para o sucesso nos 

programas de melhoramento genético (Dwivedi et al., 2002).  

O conhecimento da variação genética é importante para a sua utilização eficiente em 

programas de melhoramento genético, estudos sobre a evolução das culturas e para fins de 

conservação (Moretzsohn et al., 2004). Esse fato tem aumentado o interesse na busca por 

resistência tanto no pool gênico de A. hypogaea (Dwivedi et al., 2002) como no pool gênico 

segundário do gênero (Foncéka et al., 2009) com o desenvolvimento de populações de 

mapeamento para diferentes características de interesse e indentificação de locus de 

característica quantitativa (QTL).  

A segregação obtida a partir da fenotipagem e caracterização dessas populações 

proporciona o desenvolvimento de mapas de ligação, sobretudo por marcadores 

microssatélites ou SSR, os quais permitem que informações de diferentes mapas sejam 

acumuladas, ajudando a confirmar a ordem das ligações e fornecendo informações sobre a 

evolução do genoma de espécies relacionadas (Moretzsohn et al., 2009). Embora já 

existissem marcadores identificados, como RAPD (J71300 e J71350) e SSR (pPGPseq4A05 

e gi56931710) ligados a um gene que confere resistência à ferrugem no amendoim (Mondal 

et al., 2007; Mondal et al., 2012), o primeiro grande QTL de resistência à ferrugem foi 

relatado associado ao marcador dominante IPAHM 103 (Khedikar et al., 2010) e 

posteriormente com saturação da região novos marcadores codominantes (GM2079, 

GM1536, GM2301) foram associados e confirmaram com maior acurácia o efeito desse QTL 

em linhagens de amendoim cultivado (82.20% PV), podendo ser usados na seleção 

assistida por marcadores (Sujay et al., 2012; Yeri et al., 2014; Varshney et al., 2014).  
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Objetivos 

Geral 

Avaliar as características morfológicas foliares, agronômicas, fisiológicas e 

fitopatológicas de espécies silvestres, tetraploides sintéticos e cultivares de Arachis e 

identificar regiões genômicas que codificam para características de interesse agronômico. 

Específicos 

 Avaliar o efeito da tetraploidização em espécies de Arachis quanto ao número e 

tamanho de estômatos, células epidérmicas e tricomas nas epidermes foliares; 

 Investigar, por meio de descritores agronômicos, a influência da ploidia na arquitetura 

das plantas; 

 Avaliar o efeito da tetraploidização em características relacionadas à tolerância à 

seca e eficiência fotossintética: condutância estomática, SLA, SCMR e pigmentos foliares; 

 Identificar genótipos com características potenciais de tolerância à seca passíveis de 

uso no melhoramento genético do amendoim; 

 Avaliar tetraploides sintéticos e parentais diploides para resistência à ferrugem 

(causada pelo fungo Puccinia arachidis); 

 Selecionar as melhores combinações entre os tetraploides sintéticos para resistência 

à ferrugem; 

 Identificar, a partir de uma população de mapeamento F6 para o genoma B, QTLs de 

resistência à ferrugem. 
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Capítulo 1: Caracterização do efeito da tetraploidização em caracteres 

morfológicos foliares, fisiológicos e respostas fitopatológicas de Arachis 

spp. 

Introdução 

 

Acredita-se que a poliploidia forneça vantagens distintas ao desenvolvimento de 

características agronomicamente importantes, pois, além da multiplicação do genoma já ser 

uma vantagem evolucionária, confere aos poliploides maiores taxas de sobrevivência e 

adaptação no estabelecimento inicial de populações (Beest et al., 2012).  Há a percepção 

geral de que a elevação no nível de ploidia aumenta a taxa de crescimento e a biomassa 

nos híbridos, além de alterar o modo reprodutivo, levando a uma vantagem competitiva 

sobre os parentais diploides (Comai, 2005).  

O aumento do tamanho celular em poliploides afeta diferencialmente atividades 

enzimáticas e é frequentemente acompanhado por alterações na morfologia, fenologia e 

fisiologia (Hao et al., 2013) e/ou na ecologia em uma ou poucas gerações, gerando 

indivíduos que podem lidar com alterações ambientais e até superar seus parentais 

(Mayrose et al., 2010). A ideia de que poliploides podem ser mais tolerantes em condições 

de estresse (seca, frio, calor e condições de baixo conteúdo nutricional) que seus genitores, 

pode ser uma consequência das alterações genômicas após a poliploidização (Visser e 

Molofsky, 2015).  

Além de alterações metabólicas em nível celular, os poliploides exibem uma série de 

alterações macroscópicas em crescimento e desenvolvimento (Hergaty et al., 2013). A 

análise da densidade de células epidérmicas, índice estomático (IE), tamanho dos 

estômatos e densidade de tricomas de folhas auxilia na melhor compreensão das diferenças 

no comportamento fisiológico. Normalmente, os poliploides exibem estômatos maiores, em 

menor densidade, com menor potencial osmótico, epiderme foliar mais espessa (Hao et al, 

2013), maior altura do eixo central (AEC), maior número de folhas e de ramos laterais 

(Zahedi et al., 2014). 

A poliploidia provoca gargalos genéticos, isolamento reprodutivo e especiação 

(Hegarty et al., 2013). Devido à diferença de ploidia, a espécie A. hypogaea tornou-se 

reprodutivamente isolada dos seus parentais diploides, provocando o estreitamento da base 

genética ao longo da evolução e a perda de alelos importantes para a agricultura (Leal-

Bertioli et al., 2012). São encontrados níveis baixos de resistência no pool gênico primário, 

porém, o pool gênico secundário que compreende espécies silvestres diploides da seção 
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Arachis, representa uma importante fonte de novos alelos (Foncéka et al., 2012a). Assim, 

estudos para caracterização de genótipos silvestres têm sido conduzidos buscando fontes 

de resistência aos diferentes estresses. Portanto, é possível que espécies silvestres 

contenham genes que possam conferir melhor desempenho em condições limitantes de 

água (Leal-Bertioli et al., 2012). Para fornecer melhores características relacionadas com 

tolerância à seca, a introgressão via alotetraploides sintéticos é um caminho promissor 

(Foncéka et al., 2009) e constitui uma ferramenta poderosa por disponibilizar alelos 

importantes de espécies silvestres para o melhoramento do amendoim (Leal-Bertioli et al., 

2012). A seca é um dos principais fatores limitantes na produção da agricultura (Zong et al., 

2013), a resposta da planta à seca é muito complexa e o grau de tolerância varia entre as 

diferentes espécies e genótipos. Como as características podem mudar devido à 

tetraploidização, é necessário avaliar as plantas diploides e tetraploides. 

Plantas cultivadas em áreas propensas à seca podem ter vários mecanismos 

adaptativos eficientes que facilitam a sobrevivência sob condições de estresse (Pruthvi et 

al., 2013). A ocorrência de alterações morfológicas e fisiológicas pode levar a alguma 

adaptação para a tolerância (Nautiyal et al., 2008), provocando nas plantas o 

desenvolvimento de mecanismos de escape, prevenção, ou tolerância para minimizar a 

exposição ao estresse e restabelecer o crescimento e a produtividade (Dang et al., 2013).  

Diferentes critérios têm sido utilizados para a seleção de amendoins tolerantes à 

seca. Plantas que apresentam mecanismos de escape terão características de maturação e 

florescimento precoces. Como mecanismos de prevenção, podem apresentar camadas de 

ceras mais espessas, maior quantidade de pêlos, sistema radicular maior ou mais profundo 

(Jongrungklanga et al., 2011), características fisiológicas, uso eficiente da água, maior 

conteúdo relativo de água, baixa área foliar específica (SLA), além de alto potencial 

osmótico e mecanismo de tolerância que envolve a indução de genes do sistema de 

proteção de plantas para sobrevivência, que podem limitar a produtividade (Dang et al., 

2013). 

Seguindo o modelo proposto por Passioura, em 1977, para trigo, a variação da 

produtividade de amendoim sob condições limitadas de água, pode ser atribuída a três 

componentes: taxa de transpiração (TR), eficiência de transpiração (TE) (matéria seca 

produzida por unidade de tempo) e a relação do peso de vagens totalmente secas 

(Passioura e Angus, 2010). No entanto, é difícil medir a TE, por ser uma característica 

fisiologicamente complexa. Alguns estudos indicam que a área foliar específica (SLA) e a 

leitura de clorofila da planta com SPAD (SCMR), que são fáceis de medir, são altamente 

correlacionadas com TE, além de apresentarem considerável variação genética no 

amendoim (Nigam e Aruna, 2008). 
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Assim, a capacidade de sustentar o desenvolvimento e o crescimento sob déficit 

hídrico é importante para as cultivares comerciais (Devi e Sinclair, 2011), uma vez que a 

seca causa perdas acima de 6,7 milhões de toneladas na produção anual de amendoim no 

mundo (Devi et al., 2010). Além disso, a descoberta de que genótipos com baixo SLA têm 

maior capacidade fotossintética por unidade de área foliar, fortaleceu ainda mais a ideia de 

usar baixa SLA como critério de seleção para melhorar a TE em amendoim (Krishnamurthy 

et al., 2007). A perda de produtividade, devido aos estresses causados pela seca, pode ser 

parcialmente resolvida com variedades mais adaptadas às condições limitantes de água 

(Ravi et al., 2011). 

Robledo e Seijo (2010) destacam que importantes características como tolerância à 

seca e diferentes intervalos de ciclos de vida, são encontradas nos silvestres passíveis de 

uso nos programas de introgressão do amendoim. Para facilitar a introgressão e cruzamento 

com A. hypogaea anfidiploides sintéticos têm sido produzidos (Simpson et al., 1993; Fávero, 

2004; Santos, 2012). Entretanto, como observado anteriormente, a tetraploidização pode 

modificar características anatômicas e fisiológicas, observadas nas espécies diploides (Leal-

Bertioli et al., 2012). Essas características quando relacionadas com tolerância à seca, 

interferem nas respostas adaptativas da cultura aos estresses abióticos. Portanto, a 

utilização de híbridos tetraploides ou anfidiploides é uma alternativa para estudar os efeitos 

dessas características após a tetraploidização no cultígeno. Porém, essas observações 

foram feitas para apenas um genótipo (Leal Bertioli et al., 2012), sendo necessário avaliar 

em outras combinações genotípicas para melhor elucidar os efeitos da poliploidia nesses 

caracteres. 

Dentre os fatores bióticos, existem as doenças fúngicas foliares.  A ferrugem 

(causada pelo fungo Puccinia arachidis Speg.) e a mancha-preta (causada pelo 

Phaeoisariopsis personata Ber. e MA Curtis), são doenças do amendoim e economicamente 

muito importantes, podendo causar juntas, perdas de 50-70% na produção da cultura 

(Holbrook et al., 2011; Subrahmanyam et al., 1985). 

O fungo P. arachidis produz uredínios que ao se romperem expõem os 

urediniósporos (Subrahmanyam et al., 1985). Essas estruturas provocam rapidamente a 

necrose e o ressecamento das folhas infectadas, resultando em grandes perdas de 

produtividade, particularmente quando a cultura também é atacada por outros patógenos 

foliares (Mehan et al., 1994). Os mecanismos de resistência a P. arachidis incluem o 

aumento no tempo entre inoculação e erupção das pústulas e redução na frequência da 

infecção (Subrahmanyam et al., 1982; Mehan et al., 1994).  

Devido à sua importância econômica, tem sido dada maior atenção ao 

desenvolvimento de medidas de controle químico. No entanto, essas medidas não só 

aumentam o custo de produção, como também aumentam o risco para segurança alimentar 
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e poluição ambiental. Por isso, o principal objetivo dos programas de melhoramento do 

amendoim tem sido o desenvolvimento de cultivares resistentes e/ou tolerantes (Mondal et 

al., 2012a).  Para isso, estudos de resistência a manchas foliares e ferrugem sugerem que a 

resistência à essa doença é poligênica, complexa e, provavelmente controlada por genes 

recessivos (Dwivedi et al., 2002; Mace et al., 2006; Leal-Bertioli et al., 2010). A identificação 

de fontes e mecanismos de resistência à ferrugem são pré-requisitos para o sucesso nos 

programas de melhoramento genético (Dwivedi et al., 2002). Recentes avanços na 

genômica de culturas facilitam a identificação de marcadores moleculares associados com 

características alvo, podendo ser utilizados para selecionar linhagens superiores em 

programas de melhoramento (Varshney et al., 2014). 

Neste sentido, projetos de pré-melhoramento no Brasil têm buscado identificar 

espécies ou acessos de Arachis resistentes às principais pragas da cultura, realizar 

cruzamentos entre espécies resistentes de diferentes genomas, duplicar cromossomos de 

híbridos diploides estéreis obtendo-se os tetraploides sintéticos que podem ser cruzados 

com o amendoim. Os programas de pré-melhoramento da cultura visam à geração de 

populações de plantas com características agronômicas similares ao amendoim e também 

com genes que expressem resistência, identificados em espécies silvestres.  

 

Objetivos 

 

 Avaliar o efeito da tetraploidização em espécies de Arachis quanto ao número e 

tamanho de estômatos, células epidérmicas e tricomas nas epidermes foliares; 

 Investigar, por meio de descritores agronômicos, a influência da ploidia na arquitetura 

das plantas; 

 Avaliar o efeito da tetraploidização em características relacionadas à tolerância à 

seca e eficiência fotossintética: condutância estomática, SLA, SCMR e pigmentos foliares; 

 Identificar genótipos com características potenciais de tolerância à seca passíveis de 

uso no melhoramento genético do amendoim; 
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Material e Métodos 

Material vegetal, experimentos e condições de crescimento 

 

Foram usadas diferentes espécies silvestres e tetraploides sintéticos de Arachis, e 

estes comparados com cultivares de amendoim (Tabela 1). Os experimentos foram 

conduzidos em casa de vegetação na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 

Brasília-DF, sob condições controladas. As sementes foram germinadas em papel germitex, 

com 1,5% de Ethrel (2-chloroethylphosphonic acid) para quebrar a dormência e 1:2 de 

Thiram® e água, para prevenir contaminação fúngica. Após 24h acondicionadas em câmara 

de germinação a 24°C, as sementes foram transferidas para vasos de 14cm de diâmetro e 

solo tratado com Furadan 48h antes do plantio, o qual previne contra danos causados por 

pragas provenientes do solo. 

Uma vez que diferentes tipos de genótipos crescem em ritmos diferentes, eles foram 

plantados em épocas diferentes: os genótipos silvestres, que apresentam crescimento mais 

lento, foram os primeiros a serem plantados; após duas semanas foram plantados os 

tetraploides sintéticos, e, após quatro semanas, foram plantados os genótipos cultivados.  

Foram analisadas: 1) alterações na arquitetura geral das plantas: Altura do eixo 

central, área foliar total (TLA), área foliar específica (SLA), número de nódulos/grama de raiz 

(NOD), peso seco da parte aérea (PA) e peso seco da parte radicular (PR); 2) alterações 

nas estruturas morfológicas foliares: dimensões e densidade de células epidérmicas, 

tricomas e células-guarda dos estômatos, nas faces abaxial e adaxial da epiderme foliar das 

amostras; 3) alterações fisiológicas: valores de SCMR (SPAD chlorophyll meter reading), 

teores de clorofilas A, B, A+B e carotenoides totais e taxa de transpiração por área foliar 

(medida indireta de condutância estomática) sob diferentes DPVs (déficit de pressão de 

vapor); e 4) efeito de resposta fitopatológica: sendo avaliada a resposta para tamanho e 

número de lesões à infecção causada pelo fungo Puccinia arachidis, causador da ferrugem 

foliar. 

Características gerais das plantas  

Para caracterização das plantas, as avaliações foram feitas em plantas adultas após 

três meses de germinação, sob irrigação em casa de vegetação e dez repetições de cada 

genótipo. Foram feitas as seguintes avaliações: 

 Altura do eixo central (EC) 

 Área foliar total (TLA) 
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 Frequência de nodulação/grama de raiz (NOD)  

 Peso seco da parte aérea (PA) 

 Peso seco da parte radicular (PR) 

 

A altura do eixo central foi medida utilizando régua milimetrada. Para determinação 

da área foliar total, todas as folhas foram destacadas, escaneadas (com resolução de 

300dpi) e as imagens foram analisadas com o auxílio do software Quant®1.0.1 (Vale et al., 

2001) para calcular a área foliar total da planta em cm². A medida da área foliar por planta 

foi o somatório da área de todas as folhas da planta. 

Para determinação da nodulação/grama de raiz e do peso seco, novas sementes 

foram plantadas. Quando bem estabelecidas, as plantas tiveram suas partes aérea (PA) e 

radicular (PR) lavadas e soltas. A parte radicular foi lavada em água corrente e foram 

contados os nódulos de cada raiz. As partes separadas foram acondicionadas em estufa a 

80°C por 72h. Após a secagem, foram determinados os pesos secos de cada parte em 

balança analítica de precisão. Os valores de peso seco foram utilizados para estimar a 

razão da frequência de nódulos/grama de raiz para cada genótipo.  

 

Avaliação da estrutura morfológica da epiderme foliar 

 

Foi estudada a organização morfológica da epiderme foliar de sete espécies 

diploides, seis alotetraploides sintéticos e quatro cultivares de amendoim (Tabela 1). 

Para dissociação de estruturas epidérmicas foliares, foi utilizado o terço médio de 

dois folíolos direitos do 3º ou 4º nó de folhas adultas, expandidas e viáveis, de quatro 

indivíduos de cada genótipo. As amostras foram coletadas e fixadas em solução de etanol 

70% : ácido acético : formaldeído (18:1:1, v/v) (FAA) a 4°C por 24h. Foram então incubadas 

em etanol 70%, até completa despigmentação do material (Figura 1).  

Para análise da epiderme, utilizou-se o método modificado de dissociação de 

Franklin (1945), por meio do uso de peróxido de hidrogênio 30% e ácido acético glacial (1:1, 

v/v) a 45°C por 72h (Berlyn e Miksche, 1976). As dissociações epidérmicas foram montadas 

em glicerol 100%, observadas em microscópio Zeiss Axiophot Keiss, e as imagens obtidas 

com o auxílio do software AxioVision. Os caracteres avaliados foram: Índice estomático 

(IE=nº de estômatos/(nº de estômatos + nº de células epidérmicas)x100), densidade de 

células epidérmicas (número de células/mm²), densidade de tricomas (número de 

tricomas/mm²), dimensões (µm) e densidade de estômatos (número de estômatos/mm²).  
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Figura 1. Procedimento de coleta, fixação e armazenagem do material para dissociação epidérmica 
de genótipos de Arachis.(A) Condições das plantas no momento da coleta; (B) modelos de corte nos 
folíolos de Arachis e (C) após fixação em solução de FAA (18:1:1), os fragmentos foliares foram 
mantidos em etanol 70%. 

 

Todos os caracteres foram avaliados nas faces abaxial e adaxial. Foram realizadas 

24 leituras por genótipo, cobrindo uma área total de 4,59mm² por genótipo (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
Figura 2. Método de dissociação de Franklin (1945), modificado por Berlyn e Miksche (1976) aplicado 
nos genótipos estudados em ambas as superfícies epidérmicas foliares: abaxial e adaxial. Em (A) 
destaque com seta vermelha para o fragmento foliar após despigmentação e processo de 
dissociação; (B) lâmina permanente montada em glicerol 100% com uma das superfícies epidérmicas 
foliares; (C) e (D) faces abaxial e adaxial, respectivamente, da epiderme foliar com setas indicando 
estômatos (vermelhas), tricomas (azuis) e células epidérmicas (verdes).   

B 

D C 

A 

A B C 
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Tabela 1. Lista dos genótipos utilizados e seus respectivos genomas e índices de ploidia.  

*Universidade Católica de Brasília 

 
Espécie Acesso/Cultivar Identificação Ploidia Fórmula Genômica Origem/Local de Produção 

Parentais  
Silvestres 

A. batizocoi Krapov. & W.C. Gregory K9484 Bat-K9484 2n=2x=20 KK Parape/Bolívia 

A. stenosperma Krapov. & W.C. Gregory V10309 Sten-V10309 2n=2x=20 AA Mato Grosso/Brasil 

A. duranensis Krapov. & W.C. Gregory V14167 Dur-V14167 2n=2x=20 AA Salta/Argentina 

A. duranensis Krapov. & W.C. Gregory SeSn 2848 Dur-SeSn2848 2n=2x=20 AA Salta/argentina 

A. villosa Benth V12812 Villo-V12812 2n=2x=20 AA Bella Unión/Uruguay 

A. ipaënsis Krapov., W.C. Gregory & C.E. Simpson K30076 Ipa-K30076 2n=2x=20 BB Gran Chaco/Bolívia 

A. gregoryi C.E. Simpson, Krapov. & Valls V6389 Greg-V6389 2n=2x=20 BB Mato Grosso/Brasil 

A. magna Krapov., W.C. Gregory & C.E. Simpson KG30097 Mag-KG30097 2n=2x=20 BB Santa Cruz/Bolívia 

Tetraploides  
Sintéticos 

(A. batizocoi x A. stenosperma)
4x

 (K9484xV10309)
4x

 Batsten 2n=4x=40 KKAA UCB* - Brasília/Brasil 

(A. batizocoi x A. duranensis SeSn2848)
4x

 (K9484xSeSn2848)
4x

 BatDur2 2n=4x=40 KKAA UCB* - Brasília/Brasil 

(A. batizocoi x A. duranensis)
4x

 (K9484xV14167)
4x

 BatDur1 2n=4x=40 KKAA UCB* - Brasília/Brasil 

(A. ipaënsis x A. duranensis)
4x

 (KG30076xV14167)
4x

 IpaDur1 2n=4x=40 BBAA UCB* - Brasília/Brasil 

(A. ipaënsis x A. villosa)
4x

 (KG30076xV12812)
4x

 IpaVillo1 2n=4x=40 BBAA UCB* - Brasília/Brasil 

(A. gregoryi x A. stenosperma)
4x

 (V6389xV10309)
4x

 GregSten1 2n=4x=40 BBAA UCB* - Brasília/Brasil 

Cultivares 

A. hypogaea subsp. fastigiata  IAC Tatu-ST Ah-Tatu 2n=4x=40 AABB UCB* - Brasília/Brasil 

A. hypogaea subsp. hypogaea IAC Runner 886 Ah-Runner 2n=4x=40 AABB Campinas/São Paulo 

A. hypogaea  subsp .hypogaea Caiapó Ah-Caiapó 2n=4x=40 AABB Campinas/São Paulo 

A. hypogaea  subsp . fastigiata BR-1 Ah-Br1 2n=4x=40 AABB Campinas/São Paulo 
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SCMR e SLA  

 

As leituras de SCMR (Soil Plant Analysis Development chlorophyll meter readings) foi 

feita com o SPAD (Stability of soil plant analytical development - Konica Minolta Sensing, 

Inc., Japan) em plantas com três meses de idade. Foram registradas quatro medidas 

realizadas em cada folíolo da segunda folha completamente expandida de quatro folhas do 

eixo central e/ou lateral em oito repetições por genótipo e feitas as médias aritméticas. 

Apenas as plantas saudáveis foram avaliadas, e foi tomado cuidado para evitar nervuras e 

áreas afetadas por insetos ou deficiência nutricional.  

Para medir SLA (área foliar específica), as folhas avaliadas para SCMR foram 

embebidas em água por pelo menos 2 horas para atingirem completo turgor.  Em seguida, 

as folhas foram escaneadas e a área foliar foi calculada utilizando o software Quant®. Para 

estimar o peso seco, as folhas foram mantidas em estufa a 80°C durante 72h e, em seguida 

pesadas. A área foliar específica (SLA) foi estimada como a razão da área foliar e o peso 

seco expressa em cm2 g-1.  

Ambas as medições SCMR e SLA foram feitas a partir de folhas de plantas irrigadas.  

Extração de clorofila A, clorofila B, A+B e carotenoides 

Para medir a quantidade de pigmento de clorofila e carotenoides por unidade de área 

foliar, seguiu-se o protocolo descrito por Coate et al. (2012) com modificações. Foram 

homogeneizados três discos congelados de 1cm de diâmetro de folhas frescas, 

separadamente, utilizando um pistilo de plástico em nitrogênio líquido em tubos de 1,5mL, 

depois misturados em vórtex com 500μL de acetona 80% fria, e em seguida acondicionados 

a 4°C over night no escuro. Na manhã seguinte, cada tubo foi agitado em vórtex novamente 

para expor quaisquer pigmentos precipitados para a solução de acetona, depois foi 

centrifugado a 18000×g durante 15 minutos a 4°C. Foram realizadas leituras em três 

diferentes diluições: 1:0, 1:2 e 1:10, num volume de 100µL por amostra, além de triplicata de 

branco/controle para cada genótipo. As amostras foram montadas em placas tipo Elisa para 

leitura com absorbância medida em 663nm, 647nm e 470nm, utilizando um 

espectrofotômetro e espectrofluorômetro para leitura de placas e cubetas - fluorescência 

uv/vis absorbância (SpectraMax M2e multi-mode microplate reader, Molecular Device) 

(Figura 3).  
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Figura 3. Esquema da placa tipo Elisa, utilizada para leitura e quantificação do conteúdo de 
pigmentos fotossintéticos: Clorofila a – CloA; Clorofila b – CloB; Clorofila total a+b – CloAB, além de 
carotenoides totais em diferentes diluições distribuídas nas colunas (diluição 1:0, colunas de 1-3; 
diluição 1:2, colunas 4-6 e diluição 1:10, colunas 7-9. Colunas 10-12, foram usadas com água para 
controle das amostras) e diferentes genótipos distribuídos nas linhas de A-H (silvestres, tetraploides 
sintéticos e cultivares).  

 

As fórmulas de Lichtenthaler (1987) foram utilizadas para estimar as concentrações 

[μg/mL] de clorofilas a e b, individualmente, bem como a clorofila total (a + b), como seguem 

as fórmulas, Clorofila a (CloA): (μg.gMF-1) = [(12,25.A663) – (2,79.A647)] . V (volume da 

amostra utilizado); Clorofila b (CloB): (μg.gMF-1) = [(21,50.A647) – (5,10.A663) . V; Clorofila 

a+b (CloAB): (μg.gMF-1) = (7,15.A663) + (18,71.A647) . V; e para carotenoides totais (Cx+c:  

xantofilas e β-caroteno), utilizada a fórmula descrita em Minocha et al. (2009), onde: Cx+c= 

[(1000.A470) - (1,8.CloA) - (85,02.CloB)/198)] . V. 

Transpiração/área foliar (TR/AF) 

 

Como medida indireta de condutância estomática, foi avaliada a transpiração por 

área foliar (TR/AF) em alto PDV (pressão de déficit de vapor). Foram avaliados seis 

tetraploides sintéticos, genitores, e cultivares de amendoim. Para esse experimento, 

seguimos a metodologia descrita por Belko et al. (2012) com algumas modificações. As 

plantas foram avaliadas em casa de vegetação. Para cada genótipo, foram utilizadas oito 

repetições. Um dia antes do experimento os potes foram completamente irrigados, 

permitindo a drenagem para atingirem a capacidade de campo. Após a drenagem total da 

Diluição 1:0 Diluição 1:2 Diluição 1:10 Controle-Água 

Silvestre 1 

Silvestre 2 

Sintético 1x2 

Silvestre 3 

Silvestre 4 

Sintético 3x4 

Cultivar 1 

Cultivar 2 
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água, os potes foram envolvidos por sacos plásticos em torno do caule da planta, para 

prevenir a evaporação de água pela superfície do solo durante o experimento. 

A transpiração foi estimada gravimetricamente. Os potes foram pesados em balança 

de precisão, entre as 7h e 19h, com intervalo de 1h sob diferentes déficits de pressão de 

vapor (DPV). O tempo de transpiração da planta (TR, gH2O planta-1 x h-1) foi calculado como 

TR=(Pn – Pn+1), Onde P é o peso dos potes gravados nos tempos consecutivos. Ao final do 

experimento, após a última pesagem, as plantas foram reidratadas em condições de campo 

e no dia seguinte, separadas as folhas do caule e escaneadas, para estimar a área foliar 

total de cada planta, pelo software Quant e estimar a transpiração por unidade de área foliar 

(TR, gH2O g-1 x foliar P x h-1) para se obter uma estimativa da razão TR/AF entre os 

genótipos.  

O DPV atmosférico foi calculado usando a temperatura do ar e umidade relativa, 

gravados por sensores posicionados na casa de vegetação. Onde, DPV=((100-RH)/100 x 

VPsat) e UR(%) é a umidade relativa e VPsat é a pressão de vapor saturada (kPa) retiradas a 

partir de uma tabela de temperatura do ar e dados de UR. 

Resposta fitopatológica ao fungo Puccinia arachidis Speg.  

A fenotipagem para resistência a P. arachidis (ferrugem) foi realizada  

com seis tetraploides sintéticos, genitores, além de cultivares como controles suscetíveis. 

Foram realizados bioensaios seguindo a metodologia de folhas destacadas descrita por 

Moraes e Salgado (1982). Esta técnica baseia-se em folhas de amendoim envolvidas em 

algodão umedecido no pecíolo mantidas em uma placa de Petri para, assim, permanecerem 

vivos os tecidos e o metabolismo por um longo período. 

O inóculo foi proveniente de folhas de A. hypogaea subsp. fastigiata cultivar Tatu, 

suscetível, plantada em casas de vegetação na Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia.  A partir desse inóculo, foi feita uma suspensão de esporos, na concentração 

de 105/mL em Tween 20 [0.5%]. Essa suspensão foi inoculada na superfície abaxial das 

folhas e acondicionadas em câmara de crescimento, numa temperatura de 26-28°C com 

fotoperíodo de 10h de luz e 14h de escuro. Durante as primeiras 48h, as placas foram 

seladas com parafilme para aclimatação do complexo planta/patógeno. Foram utilizadas oito 

repetições (folha/placa) de cada genótipo e a avaliação do bioensaio ocorreu no 25° dia 

após a inoculação (DAI), levando em consideração o período de incubação, número de 

lesões e área lesionada (mm2) por área foliar total (mm²).  

O índice de suscetibilidade foi calculado usando a escala de Savary et al. (1989), 

com as seguintes modificações: Índice era o número de lesões vezes um número que 

refletia o tamanho da lesão/reação. I = ∫ (s*n)/LA, em que s=o tamanho da lesão (1 = lesão 
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necrótica abortado, 2 a 6 = rompido, pústulas esporuladas, variando entre 0,5 - 3 mm de 

diâmetro), n = número de lesões de um determinado tamanho , LA = área foliar (mm2). A 

esporulação foi avaliada com o auxílio de um microscópio estereoscópico. A área foliar foi 

calculada utilizando o software Quant ® (Vale et al., 2001). 

 

Análise estatística 

A análise dos dados foi realizada no programa estatístico R. Primeiramente, a 

análise dos dados teve por objetivo normatizar as avaliações por meio de análises 

descritivas (mediana, quartil inferior e quartil superior). Na sequência da análise 

estatística, foi feita a comparação dos grupos/conjuntos (parentais, tetraploides 

sintéticos e cultivares). Para uma avaliação da qualidade dos agrupamentos obtidos 

foi utilizado o coeficiente de Silhueta, em inglês silhouette, proposto por (Rousseeuw, 

1987), que subsidia na escolha de um número ótimo de grupos e permite visualizar 

graficamente os agrupamentos. É uma medida que combina coesão e separação 

dos objetos. Também foi usado o teste estatístico não paramétrico de Kruskal-Wallis 

(Venables e Smith, 2014). Esse teste é usado quando os dados não satisfazem as 

condições requeridas para uma ANOVA paramétrica (Zar, 1999), como observado na 

análise em questão. Para melhorar a compreensão dos dados, foi atribuída ao teste 

de Kruskal-Wallis a correção de Bonferroni, aplicável em qualquer situação onde se 

deseje efetuar vários testes de hipóteses/intervalos de confiança e pretende controlar 

o nível de significância/grau de confiança global.  

Assim, esse teste é utilizado na comparação de três ou mais amostras 

independentes. Ele nos indica se há diferença entre pelo menos duas delas. Logo, é 

indicado quando as amostras não provêm de populações com distribuição normal, ou 

quando as variâncias são muito heterogêneas. Assim, os dados não precisam ser 

distribuídos normalmente, mas as distribuições das amostras devem ser semelhantes entre 

si (Levin, 1985; Fowler e Cohen, 1990). Essa análise foi realizada para todas as variáveis 

nos seis conjuntos de anfidiploides testados e em todas as análises o nível de significância 

adotado foi de 0,05. 
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Resultados 

Características gerais das plantas  

 

 

Foi observada uma alteração para todos os alotetraploides sintéticos, nas 

características gerais. Amendoim tem arquitetura “em leque (ramos alternados)” e as 

espécies silvestres diploides usadas nesse trabalho, possuem hábito de crescimento 

rasteiro. Todos os tetraploides sintéticos apresentaram a mesma arquitetura que seus 

parentais diploides, porém apresentaram maiores valores que os parentais diploides para 

eixo principal e para a maior parte das cultivares de amendoim. O peso seco da parte aérea 

(PA) e peso seco radicular (PR) também foram, geralmente, mais elevados nos 

alotetraploides que nos seus parentais diploides (Figuras 5 e 6). Para o caráter peso seco 

da parte aérea - PA (g), dentre os tetraploides sintéticos, BatDur1 e GregSten1 [K9484 x 

V14167]4x e [V6389 x V10309]4x respectivamente, foram os que tiveram valores maiores, 

sem diferenças significativas quanto às cultivares Ah-Runner e Ah-Caiapó (Figura 5A e 5E) 

na análise dentro de cada conjunto.  

O peso seco da parte radicular (g) – PR, mostrou que dentre os sintéticos, 

GregSten1 apresentou o maior peso seco, comparável com os das cultivares (Figura 6E). Já 

o sintético BatSten1, diferente da maioria dos sintéticos, não apresentou valores maiores 

que seus parentais. Para esse caráter, seus valores foram mais similares das cultivares Ah-

BR1 e Ah-Tatu, sem nenhuma diferença estatística quanto ao seu parental masculino Sten-

V10309 (Figura 6B).  

Para área foliar total (cm²) – TLA, com exceção dos sintéticos BatDur2 e IpaVillo1, 

que foram similares aos parentais (Figuras 7B e 7F), os demais apresentaram uma área 

foliar total muito similar às cultivares (Figura 7). 
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Figura 4. Gráficos em BoxPlot para a variável Altura do Eixo Central para cinco conjuntos de 
alotetraploides sintéticos de Arachis. A) conjunto BatDur1 (sintético – BatDur1, parentais – Bat-
K9484, Dur-V14167 e cultivares); B) conjunto BatSten1 (sintético - BatSten1, parentais – Bat-K9484, 
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Sten-V10309 e cultivares); C) conjunto IpaDur1 (sintético – IpaDur1, parentais – Ipa-K30076, Dur-
V14167 e cultivares); D) conjunto IpaVillo1 (sintético - IpaVillo1, parentais – Ipa-K30076, Villo-V12812 
e cultivares); E) conjunto GregSten1 (sintético – GregSten1, parentais – Greg-V6389, Sten-V10309 e 
cultivares). Para todos os conjuntos, as cultivares utilizadas como controles foram: Ah-BR1, Ah-
Caiapó, Ah-Runner e Ah-Tatu. 

  

  

Figura 5. Gráficos em BoxPlot para a variável Peso Seco da Parte Aérea (g) – PA para cinco 
conjuntos de sintéticos alotetraploides de Arachis. A) conjunto BatDur1 (sintético – BatDur1, parentais 
– Bat-K9484, Dur-V14167 e cultivares); B) conjunto BatSten1 (sintético - BatSten1, parentais – Bat-
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K9484, Sten-V10309 e cultivares); C) conjunto IpaDur1 (sintético – IpaDur1, parentais – Ipa-K30076, 
Dur-V14167 e cultivares); D) conjunto IpaVillo1 (sintético - IpaVillo1, parentais – Ipa-K30076, Villo-
V12812 e cultivares); E) conjunto GregSten1 (sintético – GregSten1, parentais – Greg-V6389, Sten-
V10309 e cultivares). Para todos os conjuntos, as cultivares utilizadas como controles foram: Ah-BR1, 
Ah-Caiapó, Ah-Runner e Ah-Tatu. 
 

 

 

Figura 6. Gráficos em BoxPlot para a variável peso seco da parte radicular (g) – PR para cinco 
conjuntos de sintéticos alotetraploides de Arachis. A) conjunto BatDur1 (sintético – BatDur1, parentais 
– Bat-K9484, Dur-V14167 e cultivares); B) conjunto BatSten1 (sintético - BatSten1, parentais – Bat-
K9484, Sten-V10309 e cultivares); C) conjunto IpaDur1 (sintético – IpaDur1, parentais – Ipa-K30076, 
Dur-V14167 e cultivares); D) conjunto IpaVillo1 (sintético - IpaVillo1, parentais – Ipa-K30076, Villo-
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V12812 e cultivares); E) conjunto GregSten1 (sintético – GregSten1, parentais – Greg-V6389, Sten-
V10309 e cultivares). Para todos os conjuntos, as cultivares utilizadas como controles foram: Ah-BR1, 
Ah-Caiapó, Ah-Runner e Ah-Tatu. 
 

 

 

Figura 7. Gráficos em BoxPlot para a variável  área foliar total (TLA) para os seis conjuntos de 
tetraploides sintéticos de Arachis. A) conjunto BatDur1 (sintético – BatDur1, parentais – Bat-K9484, 
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Dur-V14167 e cultivares); B) BatDur2 (sintético – BatDur2, parentais – Kat-K9484, Dur-SeSn2848 e 
cultivares); C) conjunto BatSten1 (sintético - BatSten1, parentais – Bat-K9484, Sten-V10309 e 
cultivares); D) conjunto GregSten1 (sintético – GregSten1, parentais – Greg-V6389, Sten-V10309 e 
cultivares); E) conjunto IpaDur1 (sintético – IpaDur1, parentais – Ipa-K30076, Dur-V14167 e 
cultivares); F) conjunto IpaVillo1 (sintético - IpaVillo1, parentais – Ipa-K30076, Villo-V12812 e 
cultivares). Para todos os conjuntos as cultivares utilizadas como controles foram: Ah-BR1, Ah-
Caiapó, Ah-Runner e Ah-Tatu. 
 

 

Para o caráter nodulação/grama de raiz (NOD), a tendência seguiu as demais 

variáveis estudadas. Os sintéticos apresentaram características mais direcionadas para os 

genótipos cultivados. Para esse caráter, os sintéticos IpaDur1 e BatDur1, foram os mais 

próximos das cultivares e os acessos de A. duranensis Dur1-V14167 e Dur2-SeSn2848, 

foram os silvestres com maior frequência de nódulos em condições locais (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Frequência de nódulos de rizóbios/grama de raiz para espécies silvestres de Arachis (barras 
azuis), tetraploides sintéticos (barras verdes) e cultivares de Arachis hypogaea (barras vermelhas) 
com médias e desvios. 
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Avaliação da estrutura morfológica da epiderme foliar 

Foram observadas alterações em todos os alotetraploides sintéticos. Para a face 

abaxial, percebeu-se que a variável comprimento de estômatos foi uma das mais 

informativas e que melhor refletiu a diferença entre genótipos, sendo a maior responsável 

pela separação dos genótipos em diploides e tetraploides (Figura 9). 

As dimensões estomáticas foram semelhantes em ambas as superfícies foliares de 

todos os genótipos, mas foram levemente maiores na superfície abaxial. As dimensões 

estomáticas aumentaram após a tetraploidização induzida em todos os genótipos avaliados. 

Consequentemente, em todos os casos de tetraploides induzidos a densidade de estômatos 

foi menor do que os parentais diploides e de todos os genótipos de amendoim.  

A tetraploidização também alterou o tamanho de células epidérmicas: todos os 

tetraploides induzidos apresentaram células epidérmicas maiores (e consequentemente com 

menor densidade) do que seus parentais diploides. A exceção a esse caráter foi o sintético 

BatSten1 na face abaxial. (Figura 10).  

Os valores de índice estomático (IE) abaxial foram geralmente mais baixos para 

diploides do que para os cultivados e apresentaram pouca variação entre genótipos com o 

mesmo nível de ploidia. Os IEs para tetraploides sintéticos foram os menores em todos os 

casos estudados, bem como para o caráter densidade de tricomas (número de 

tricomas/mm²), com pouca variação nos tetraploides sintéticos. 
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Figura 9. Gráficos em Box Plot para avaliação do comprimento de estômatos da face abaxial para os 
seis conjuntos de tetraploides sintéticos de Arachis. A) conjunto BatDur1 (sintético – BatDur1, 
parentais – Bat-K9484, Dur-V14167 e cultivares); B) BatDur2 (sintético – BatDur2, parentais – Kat-
K9484, Dur-SeSn2848 e cultivares); C) conjunto BatSten1 (sintético - BatSten1, parentais – Bat-
K9484, Sten-V10309 e cultivares); D) conjunto GregSten1 (sintético – GregSten1, parentais – Greg-
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V6389, Sten-V10309 e cultivares); E) conjunto IpaDur1 (sintético – IpaDur1, parentais – Ipa-K30076, 
Dur-V14167 e cultivares); F) conjunto IpaVillo1 (sintético - IpaVillo1, parentais – Ipa-K30076, Villo-
V12812 e cultivares). Para todos os conjuntos, as cultivares utilizadas como controles foram: Ah-
Caiapó e Ah-Runner. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Gráfico em Box Plot para avaliação da densidade de células epidérmicas (número de 
células/mm²) da face abaxial para o conjunto do tetraploide sintético BatSten1 [sintético - (Bat-K9484 
x Sten-v10309)

4x
, silvestres diploides - Bat-K9484, Sten-V10309 e cultivares – Ah-Caiapó e Ah-

Runner, como controles). 

 

Considerando a influência da densidade estomática (DE) na variação do índice 

estomático (IE), a correlação de Pearson entre essas duas variáveis mostrou-se positiva e 

fortemente correlacionadas com R²=0,6136 (p=0,05%) para os tetraploides sintéticos (Figura 

11A) e R²=0,4896 (p=0,05%) para os silvestres diploides (Figura 11B). A correlação entre 

essas duas variáveis - (IE) x (DE), mostra que para o índice estomático, 61% e 49% da 

variação observada nos sintéticos e silvestres, respectivamente, são explicadas pela 

densidade estomática. 

Os resultados mostram que a poliploidia provocou aumento das estruturas, evento 

conhecido como “gigantismo”, tornando esses componentes, tais como estômatos, células 

epidérmicas e até mesmo tricomas, maiores que dos parentais e muito semelhantes ao 

padrão da cultivar Ah-Runner (Figura 12).  

Densidade de tricomas foi maior na superfície abaxial de todos os genótipos. 

Nenhuma correlação clara foi observada entre ploidia e densidade de tricomas, porém 

grande variação foi encontrada entre as espécies diploides (0,90 ± 2,29/mm² em Dur-

V14167 na face adaxial para 39,21 ± 8,10/mm² em Sten-V10309 na face abaxial), mas não 

houve variação significativa entre cultivares de amendoim. Principalmente os tetraploides 
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geralmente o parental materno; no entanto na superfície abaxial, GregSten1, IpaDur1 e 

IpaVillo1 apresentaram densidades de tricomas significativamente menores do que qualquer 

um dos pais e mais semelhantes ao amendoim cultivado. 

Para a maioria das características morfológicas analisadas na face abaxial, quando 

avaliados para o conjunto de genótipos individualmente (parental 1, parental 2, sintético e 

cultivar), tais como densidades de células epidérmicas, densidade de tricomas e densidade 

estomática, os tetraploides sintéticos diferiram de seus parentais diploides, aproximando-se 

do genótipo tetraploide cultivado (A. hypogaea). Como observado nos gráficos em Boxplot 

para IpaDur1 (Figura 13). Este comportamento se aplica para os demais conjuntos. 

 

 
Figura 11. Correlação de Pearson com significância (p) de 0,05% entre as variáveis Índice estomático 
(IE) e Densidade Estomática (DE – Número de estômatos/mm²) para tetraploides sintéticos (A) e 
silvestres diploides (B). 
  

A B 
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Figura 12. Superfície abaxial do conjunto IpaDur1 capturados em microscópio Axiophot. (A) Silvestre diploide Arachis ipaënsis (Ipa-K30076) (B) silvestre 
diploide A. duranensis (Dur-V14167), (C) anfidiploide sintético IpaDur1 e (D) alotetraploide natural A. hypogaea cv. Runner IAC-886. Destaque com barras 
vermelhas mostrando o comprimento de estômatos em µm. Escala de 100µm. 

A B 
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Figura 13. Gráficos em Box Plot para características morfológicas foliares na superfície abaxial do 
conjunto IpaDur1: sintético IpaDur1 (IxD) - [K30076 x V14167]

4x
, parentais – A. ipaënsis (Ipa), A. 

duranesis (Dur) e cultivar Runner IAC-886 (Runner). (A) Densidade de células epidérmicas (número 
de células/mm²), (B) densidade de tricomas (número de tricomas/mm²) e (C) Densidade estomática 
(número de estômatos/mm²). 
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O Coeficiente Silhouette baseia-se na ideia de quanto um objeto é similar aos demais 

membros do seu grupo, e de quanto este mesmo objeto é distante de outro grupo. Nesse 

sentido, a clusterização para caracteres abaxiais confirmou os resultados vistos 

anteriormente. Como exemplo, o sintético IpaDur1 [KG30076 x V14167]4x, prováveis 

parentais do amendoim, mostra a tendência observada para todos os conjuntos. Formação 

de dois grupos relacionados com o nível de ploidia: diploides (parentais) e tetraploides 

(híbridos) (Figura 14). 

 

Figura 14. Agrupamento para o conjunto IpaDur1, com tetraploide sintético - (IxD) [KG30076 x 
V14167]

4x
, parentais diploides – A. duranensis (Dur1), A. ipaënsis (Ipa) e cultivar – Runner IAC-886 

(Runner), pelo método de clusterização por Silhouette para todas as características avaliadas na face 
abaxial. Comprimento de estômatos (Comp), Índice Estomático (IE), Densidade de estômatos 
(Est.mm²), Densidade de células epidérmicas (Cel.mm²) e Densidade de tricomas (Tric.mm²). Com 
coeficiente de 0.91. 
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Dentre as diferenças observadas na morfologia de estruturas foliares entre diploides 

silvestres, tetraploides sintéticos e as cultivares estudadas, os tetraploides sintéticos foram 

mais semelhantes aos cultivados, ambos com genomas tetraploides. De acordo com a 

análise de componentes principais (PCA), todas as características analisadas na face 

abaxial para o conjunto IpaDur1 (Figura 15), separaram os genótipos em dois grupos 

relacionados ao nível de ploidia. Essas análises se aplicam aos demais conjuntos 

estudados. 

  

Figura 15. Análises de Componentes Principais (PCA) para diploides e tetraploides do conjunto 
IpaDur1 (Ipa-K30076, Dur-V14167, IpaDur1, Ah-Runner e Ah-Tatu), com todas as características 
estudadas na superfície abaxial foliar: Comprimento de estômatos (Comp), Índice Estomático (IE), 
Densidade de estômatos (Est.mm²), Densidade de células epidérmicas (Cel.mm²) e Densidade de 
tricomas (Tric.mm²). Os genótipos silvestres estão identificados nas cores verde e amarelo e 
tetraploides sintéticos nas cores azul e roxo. 

 

Para os caracteres morfológicos na face adaxial dos folíolos, também se aplicou 

análise estatística multivariada, pela análise dos componentes principais (PCA). Foi possível 

identificar os genótipos silvestres, cultivares e tetraploides sintéticos, bem como separá-los 

de acordo com o nível de ploidia (tetraploides e diploides) com base em padrões específicos 

de variabilidade, contribuindo com a identificação da divergência genética contida nos 

genótipos, que tiveram 84% da variação total explicada pelos componentes principais 

(Figura 16).  
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Figura 16. Análises de Componentes Principais (PCA) para diploides e tetraploides do conjunto 
IpaDur1 (Ipa-K30076, Dur-V14167, IpaDur1, Ah-Runner e Ah-Tatu), com todas as características 
estudadas na superfície adaxial foliar: Comprimento de estômatos (Comp), Índice Estomático (IE), 
Densidade de estômatos (Est.mm²), Densidade de células epidérmicas (Cel.mm²) e Densidade de 
tricomas (Tric.mm²). Os tetraploides sintéticos estão identificados pela cor azul, cultivares pela cor 
verde (ambos tetraploides) e silvestres pela cor amarela (diploides).  

   

 

Para as análises realizadas na face adaxial (PCA e Kruskal-Wallis), houve uma 

tendência de agrupamento por nível de ploidia, como observada na face abaxial, mas 

também uma tendência para o tipo do genótipo: silvestre, cultivar e sintético. Além disso, 

percebemos que para a densidade das estruturas foliares, células epidérmicas e tricomas, a 

incidência na superfície adaxial foi muito menor que na superfície abaxial (Figuras 17A e 

17B), exceto para densidade estomática (DE), a qual foi maior na face adaxial para todos os 

genótipos, com exceção de IpaDur1, Ipa-K30076 e Villo-V12812 (Figura 17C).  

Para a densidade de tricomas, as espécies A. villosa e A. stenosperma, acessos 

Villo-V12812 e Sten-V10309, respectivamente, foram as que apresentaram maior número de 

tricomas em ambas as superfícies foliares (Figura 17B). Considerando que essa estrutura 

está diretamente relacionada com alguns estresses, Gonzáles et al. (2008) apontam que 

fatores como seca e herbivorismo afetam diretamente o aumento da densidade de tricomas 

foliares. 
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Figura 17. Comparação de densidades de células epidérmicas (A) de tricomas (B) e estomáticas (C) 
entre as superfícies abaxial e adaxial. 

 

Para o índice estomático (IE), não foi possível observar nenhuma formação nítida de 

grupos, pois houve pouca variação entre os genótipos (silvestre, cultivar e sintético) sem 

nenhuma correlação com o efeito da tetraploidização, com exceção de IpaDur1, que teve o 

IE reduzido. Mas podemos destacar que, para essa variável, os sintéticos apresentaram os 

menores valores entre os tipos de genótipos estudados. 

SCMR (leitura do teor de clorofila) e SLA (área foliar específica) 

 

Quando analisados de acordo com o tipo do genótipo – silvestre, sintético e cultivar, 

os valores de SCMR para os sintéticos em todos os casos foram maiores que qualquer um 

dos parentais (Figuras 18 e 20), ficando de maneira geral mais próximos dos cultivados, 
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enquanto que para os diploides silvestres, os valores foram menores. No entanto, para a 

área foliar específica (SLA) não houve variação estatística quando avaliados pelo tipo de 

genótipo – cultivar, sintético e silvestre (Figura 18), bem como, de maneira geral, quando 

avaliados em conjuntos (parentais, sintético e cultivar) (Figura 19).  

Figura 18. Variação do teor de clorofila (SCMR) (A) e área foliar específica (SLA) (B) nas diferentes 
classes (cultivares, sintéticos e silvestres) de genótipos de Arachis spp analisados. 

 

Quando analisados esses grupos separadamente, dentre os conjuntos formados - 

parentais, sintéticos e cultivares, os genótipos mostraram diferenças significativas para 

valores obtidos para SCMR e alguns para SLA após o processo de tetraploidização.  

Para os valores de SLA, os diploides variaram entre: Ipa 193,36 ± 26,92b e Bat 

286,88 ± 63,38a, cultivados: Runner 228,50 ± 41,15a e BR1 352,88 ± 232,13ab, e 

tetraploides sintéticos: BatSten1 185,22 ± 61,79ab e BatDur1 303,00 ± 38,8a. A alta 

variabilidade dos dados não permite uma boa discriminação de médias, mas os tetraploides 

sintéticos não parecem mostrar diferenças significativas entre um dos parentais diploides 

(Tabela 1/anexo).  

Para os conjuntos dos sintéticos BatDur2, BatDur1 e GregSten1, não houve 

diferença significativa entre os genótipos para análises de SLA (Figuras 19A, B e E). Para os 

demais conjuntos, foram observadas diferenças significativas entre os genótipos (Figura 

19C, D e F). Para o conjunto IpaDur1, o sintético não apresentou nenhuma similaridade 

estatística com o parental materno Ipa-K30076, mas apresentou semelhança com seu 

parental masculino Dur1-V14167 e nenhuma diferença estatística com as cultivares Ah-

Caiapó e Ah-Runner (Figuras 19D). Assim como no conjunto IpaVillo1, onde foi observada 

maior similaridade do sintético com parental masculino, Villo-V12812, além da cultivar Ah-

Br1, mas sem diferença significativa com as cultivares Ah-Caiapó e Ah-Runner (Figuras 
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19F). Diferentemente dos demais sintéticos, no conjunto BatSten1, o sintético não 

apresentou nenhuma diferença estatística com o parental masculino, Sten-V10309, e 

apresentou similaridade tanto com o parental feminino, Bat-K9484-2, quanto com a cultivar 

Ah-Runner-2, não sobrepondo nenhum dos genótipos (Figura 19C).  

A variação observada para SCMR mostrou que, de maneira geral, os sintéticos 

superaram seus parentais diploides, aproximando-se dos materiais cultivados. O valor de 

SCMR dos diploides variou entre 20,73 ± 3,63 (Sten-V10309) e 34,09 ± 5,83 (Bat-K9484) 

(Tabela 1/anexo), para os tetraploides sintéticos: entre 31,79 ± 4,79 (IpaDur1)  e 43,47 ± 

6.27 (BatDur2) (anexo), e para os  cultivados: 33,93 ± 4,19 (Ah-Tatu) e  40,03 ± 8,26 (Ah-

Caiapó) (Tabela 1/anexo). 

Para as análises de SCMR, no conjunto BatDur1, o alotetraploide sintético diferiu dos 

demais genótipos, porém, com semelhança estatística entre as cultivares Ah-BR1 e Ah-

Runner (Figura 20A). Para o conjunto BatDur2, o alotetraploide sintético foi estatisticamente 

diferente de todos os genótipos, diferindo dos parentais (Bat-K9484 e Dur-SeSn2848) e 

cultivares (Figura 20B), bem como para o conjunto BatSten1, no qual o sintético diferiu de 

todos os genótipos, superando estatisticamente seus parentais (Figura 20C). Para 

GregSten1, a variação de SCMR, mostrou que o sintético diferiu significativamente dos 

parentais (ambos, Greg-V6389 e Sten-V10309, sem nenhuma diferença entre eles), porém 

foi similar à cultivar Ah-Caiapó (Figura 20D). Assim como no conjunto IpaVillo1, onde o 

sintético foi estatisticamente diferente dos parentais e estatisticamente similar a cultivar Ah-

Caiapó (Figura 20F).  Para IpaDur1,  a análise de SCMR mostrou que o alotetraploide 

sintético diferiu dos seus parentais (ambos semelhantes entre si), com similaridade apenas 

com a cultivar Ah-Tatu (Figura 20E).  
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 Figura 19. Gráficos em Box Plot para a variável área foliar específica (SLA) para os seis conjuntos de 
tetraploides sintéticos de Arachis. A) conjunto BatDur1 (sintético – BatDur1, parentais – Bat-K9484, 
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Dur-V14167 e cultivares); B) BatDur2 (sintético – BatDur2, parentais – Kat-K9484, Dur-SeSn2848 e 
cultivares); C) conjunto BatSten1 (sintético - BatSten1, parentais – Bat-K9484, Sten-V10309 e 
cultivares); D) conjunto GregSten1 (sintético – GregSten1, parentais – Greg-V6389, Sten-V10309 e 
cultivares); E) conjunto IpaDur1 (sintético – IpaDur1, parentais – Ipa-K30076, Dur-V14167 e 
cultivares); F) conjunto IpaVillo1 (sintético - IpaVillo1, parentais – Ipa-K30076, Villo-V12812 e 
cultivares). Para todos os conjuntos, as cultivares utilizadas como controles foram: Ah-BR1,  Ah-
Caiapó, Ah-Runner e AH-Tatu. 
 

 

Figura 20. Gráficos em BoxPlot para a variável leitura do teor de clorofila (SCMR) para os seis 
conjuntos de tetraploides sintéticos de Arachis. A) conjunto BatDur1 (sintético – BatDur1, parentais – 
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Bat-K9484, Dur-V14167 e cultivares); B) BatDur2 (sintético – BatDur2, parentais – Kat-K9484, Dur-
SeSn2848 e cultivares); C) conjunto BatSten1 (sintético - BatSten1, parentais – Bat-K9484, Sten-
V10309 e cultivares); D) conjunto GregSten1 (sintético – GregSten1, parentais – Greg-V6389, Sten-
V10309 e cultivares); E) conjunto IpaDur1 (sintético – IpaDur1, parentais – Ipa-K30076, Dur-V14167 e 
cultivares); F) conjunto IpaVillo1 (sintético - IpaVillo1, parentais – Ipa-K30076, Villo-V12812 e 
cultivares). Para todos os conjuntos, as cultivares utilizadas como controles foram: Ah-BR1, Ah-
Caiapó, Ah-Runner e AH-Tatu. 
 

 

Especialmente para os conjuntos BatSten1, IpaDur1 e IpaVillo1, quando comparados 

os valores de SCMR e SLA, percebe-se uma tendência inversamente proporcional entre as 

análises. Enquanto aumenta a leitura de clorofila pelo método SCMR, diminui a área foliar 

específica, nos mesmos genótipos (Figura 21). 
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Figura 21. Comparação entre leitura do teor de clorofila (SCMR) e área foliar específica (SLA) dos 
conjuntos de tetraploides sintéticos que apresentaram variação nos valores para SLA. Conjunto 
BatSten1 (sintético - BatSten1, parentais – Bat-K9484, Sten-V10309 e cultivares) (A e B); conjunto 
IpaDur1 (sintético – IpaDur1, parentais – Ipa-K30076, Dur-V14167 e cultivares) (C e D) e conjunto 
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IpaVillo1 (sintético - IpaVillo1, parentais – Ipa-K30076, Villo-V12812 e cultivares). Para todos os 
conjuntos, as cultivares utilizadas como controles foram: Ah-BR1, Ah-Caiapó, Ah-Runner e AH-Tatu. 
 

 

Quando a análise em boxplot é feita comparando sintéticos e cultivares (ambos 

alotetraploides), o sintético BatSten1 não apresentou nenhuma diferença estatística com as 

cultivares Ah-Br1 e Ah-Runner. Já GregSten1, BatDur1 e BatDur2 apresentaram 

semelhanças com as cultivares, e IpaDur1 diferiu de todos os genótipos (Figura 22) 

apresentando os menores valores.  

 

Figura 22. Comparação para a leitura do teor de clorofila (SCMR) entre todos os tetraploides 
sintéticos de Arachis (BatDur1, BatDur2, GregSten1, IpaDur1 e IpaVillo1) e cultivares de amendoim 
(Ah-BR1, Ah-Caiapó, Ah-Runner e Ah-Runner-1) utilizadas no experimento.  

 

Medidas de pigmentos foliares 

Os alotetraploides sintéticos apresentaram valores maiores de pigmentos foliares 

que os cultivados e seus parentais diploides (Figuras 23A-C). Para o teor de carotenoides, 

foi observada uma semelhança entre sintéticos, cultivados e silvestres (Figura 23D). 
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Figura 23. Comparação do teor de pigmentos fotossintéticos pelo método extrativo entre os tipos de 
genótipos de Arachis estudados – cultivados, sintéticos e silvestres. Teor de clorofila a (A), teor de 
clorofila b (B), teor de clorofila total a+b (C) e teor de carotenoides totais – xantofilas e β-caroteno (C) 
em µg.gMF

-1
. 

 

Todos os alotetraploides testados, BatDur1, GregSten1, IpaDur1 e IpaVillo1 

apresentaram significativamente mais clorofila a, clorofila b e carotenoides por área foliar do 

que seus respectivos parentais diploides, comparáveis com os valores dos genótipos 

cultivados (P ≤ 0,05), como observado para o conjunto IpaDur1, no qual o comportamento 

se repete para os demais tetraploides sintéticos (Figura 24). Com aumento mínimo de 

24,5% do sintético IpaDur1 em relação a cultivar Ah-Runner e máxima de 103.77% em 

relação ao parental Dur1, o conteúdo de clorofila a aumentou mais que clorofila b e 

carotenoides. 
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Figura 24. Teor de pigmentos fotossintéticos para o conjunto IpaDur1 (sintético – IpaDur1, parentais 
diploides - Ipa-K30076, Dur1-V14167 e cultivares controles - A. hypogaea subsp. fastigiata cv BR1, A. 
hypogaea subsp. hypogaea cv Runner-IAC 886, e A. hypogaea subsp. fastigiata cv IAC-Tatu). Teor 
de clorofila a (A), teor de clorofila b (B), teor de clorofila total a+b (C) e teor de carotenoides totais (C).  

 

Quando a análise é feita em nível de conjuntos, BatDur1, GregSten1, IpaDur1 e 

IpaVillo1 foram muito semelhantes e em alguns casos, sem nenhuma diferença estatística 

dos cultivados, superando seus parentais. Porém, observa-se que para o conjunto BatSten1,  

o sintético teve valores muito abaixo dos outros tetraploides, distanciando-se dos demais, 

apesar do mesmo nível de ploidia, inclusive, de seus parentais diploides (Figura 25).    
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estatisticamente de seus parentais silvestres (Figura 26). Dentre os controles, os genótipos 

da cultivar A. hypogaea subsp. hypogaea, a cv Runner-IAC 886, foi o controle que obteve as 

maiores concentrações de clorofila a, superando as demais cultivares de A. hypogaea 

subsp. hypogaea  (IAC-Caiapó) e A. hypogaea subsp. fastigiata (BR-1 e IAC-Tatu). 

 

Figura 25. Boxplot para teor de Clorofila A (a), clorofila B (b), clorofila total (c) e carotenoides (d) para 
o conjunto BatSten1. Os controles foram A. hypogaea subsp. fastigiata cv BR1, A. hypogaea subsp. 
hypogaea cv Runner-IAC 886, A. hypogaea subsp. hypogaea cv IAC-Caiapó e A. hypogaea subsp. 
fastigiata cv IAC-Tatu. 
  

 

Quando comparamos os valores para clorofila total e SCMR, percebemos uma 

tendência de alteração conjunta para os valores. No entanto, no conjunto BatSten1, para os 

valores de clorofila total, o tetraploide sintético não superou os parentais, ocorrendo uma 

sensível redução dos valores, fato não observado para SCMR e para os demais conjuntos 

(Figura 27). 
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Analisando de modo geral, todas as características relacionadas com fotossíntese, 

observou-se a formação de dois grandes grupos (tetraploides e diploides), seguindo a 

tendência observada em outras análises como no heatmap (Figura 28), especialmente para 

conteúdo de clorofila total (a+b) e área foliar total (TLA), que aumentaram de acordo com a 

ploidia, porém, sem variação para o conteúdo de carotenoides. 
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Figura 26. Boxplot para teor de Clorofila A, de todos os conjuntos dos tetraploides sintéticos. (A) 
BatDur1, (B) BatDur2, (C) Batsten1, (D) GregSten1, (E) IpaDur1 e (F) IpaVillo1. Os controles foram A. 
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hypogaea subsp. fastigiata cv BR1, A. hypogaea subsp. hypogaea cv Runner-IAC 886, A. hypogaea 
subsp. hypogaea cv IAC-Caiapó e A. hypogaea subsp. fastigiata cv IAC-Tatu. 
 
  

 
Figura 27. Comparação entre os teores de Clorofila total (a+b) e SCMR para os conjuntos Batxsten1 
e IpaxDur1. (A) Conteúdo de clorofila total (a+b) para o conjunto BatSten1, (B) Leitura do teor de 
clorofila (SCMR) para o conjunto BatSten1; (C) Conteúdo de clorofila total (a+b) para o conjunto 
IpaDur1 e (D) Leitura do teor de clorofila (SCMR) para o conjunto IpaDur1. Os controles foram A. 
hypogaea subsp. fastigiata cv BR1, A. hypogaea subsp. hypogaea cv Runner-IAC 886, A. hypogaea 
subsp. hypogaea cv IAC-Caiapó e A. hypogaea subsp. fastigiata cv IAC-Tatu. 

Ah-Runner-2 Bat-K9484-2 BatSten1 Sten-V10309-2

2
0

3
0

4
0

5
0

SCMR - Bat x Sten1

Ah-Br1 Ah-Caiapo Ah-Runner Ah-Tatu Dur-V14167 Ipa-KG30076 IpaDur1

2
0

3
0

4
0

5
0

SCMR - Ipa x Dur1

Ah-Br1 Ah-Caiapo Ah-Runner Bat-K9484 BatSten1 Sten-V10309

2
0

4
0

6
0

8
0

1
0
0

1
2
0

1
4
0

1
6
0

Chlorophyll A+B - Bat x Sten1

Ah-Br1 Ah-Runner Ah-Tatu Dur-V14167 Ipa-KG30076 IpaDur1

6
0

8
0

1
0
0

1
2
0

1
4
0

Chlorophyll A+B - Ipa x Dur1

a 

b 

c 

d 

B 

D 
a b 

b 

bc c d 
d 

a 

A 

ab 

b 

c 

c 

c 

bc 

C 

ab 

c 

cd 

a 

d 

Clorofila A+B (µg.gMF
-1

) 

 

Clorofila A+B (µg.gMF
-1

) 

 

SCMR 

 

SCMR 

 

Genótipos 
Genótipos 

Genótipos Genótipos 



77 
 

 

Figura 28. Heatmap gerado a partir de valores de clorofilas a, b, a+b, carotenoides, SCMR, área foliar 
e área foliar total para espécies silvestres diploides, cultivares e tetraploides sintéticos de Arachis. O 
controle utilizado foi A. hypogaea subsp. hypogaea cv Runner-IAC 886 com duas repetições 
provenientes de análises diferentes. 
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Transpiração/área foliar (TR/AF) 

 

A relação da taxa de transpiração (TR) pela área foliar (AF) para esses genótipos em 

condições de alto DPV foi utilizada como avaliação indireta da condutância estomática. Esse 

experimento mostrou diferenças quanto ao nível de ploidia. Durante o experimento, a 

temperatura variou entre 20°C e 44°C, umidade relativa (UR) de 94% a 24% e DPV entre 

0,5 e 7,1KPa. A curva de transpiração dos genótipos de Arachis analisados mostrou que a 

razão TR/AF dos tetraploides sintéticos, tende a ser mais alta que a de seus parentais 

diploides (Figura 29). 

 

Figura 29. Curva de transpiração (TR) por área foliar (AF) – TR/AF dos genótipos de Arachis 
(tetraploides sintéticos – linha vermelha, parentais silvestres diploides – linha azul e cultivares de A. 
hypogaea subsp. fastigiata e subsp. hypogaea – linha verde) analisados sob alto DPV – linha preta.  

Quando o DPV foi maior que 1,9 KPa, a TR/AF dos sintéticos IpaVillo1 e BatSten1 

superou a TR/AF dos materiais cultivados, sugerindo com isso, uma sensibilidade maior às 

condições de seca (maior DPV), com as maiores TR/AFs nos períodos mais quentes 

durante o experimento. As cultivares Ah-Tatu e Ah-Runner, e os demais sintéticos 

apresentaram comportamento semelhante, com TR/AF numa mesma faixa de variação 

(Figura 30).  
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Figura 30. Curva de transpiração por área foliar (TR/AF) dos tetraploides sintéticos de Arachis 
analisados sob alto DPV (linha tracejada) com as cultivares Ah-Tatu e Ah-Runner como controles. 

 

Quando se trata do efeito da transpiração dentro de cada conjunto, vemos que os 

valores foram muito similares. Os conjuntos IpaVillo1 e BatSten1, que tiveram os sintéticos 

com maiores TR/AFs, se comportaram de formas semelhantes dentro de cada conjunto 

(Figura 31). No conjunto IpaVillo1, a razão TR/AF do sintético superou os parentais e os 

controles (Figura 31A) assim como no conjunto BatSten1 (Figura 31B). Já o sintético 

BatDur1 foi o que apresentou os menores valores de TR/AF durante a análise, inferior ao 

controle Ah-Runner e mais próximo ao seu parental paterno Dur1-V14167 (Figura 31C). 
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Figura 31. Curva da relação da taxa de transpiração (TR) pela área foliar (AF) – TR/AF, dos conjuntos 
IpaVillo1 (K30076 x V12812)

4x 
(A)  e do conjunto BatSten1 (K9484 x V10309)

4x
 e BatDur1 (K9484 x 

V14167)
4x

 (C) com seus respectivos parentais e cultivares de Arachis analisados sob alto DPV. 
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Considerando os parentais dos sintéticos com maior taxa de TR/AF, A. ipaënsis, A. 

villosa, A. batizocoi e A. stenosperma, vemos que eles não se sobressaíram quanto à 

transpiração, mantendo taxas baixas de TR/AF, com destaque para A. batizocoi (K9484) 

com taxas mais baixas no período das análises. Porém, vale salientar que ambos os 

acessos de A. duranensis (V14167 e SeSn2848) e A. gregoryi foram os genótipos com 

maior TR/AF após o pico mais alto de DPV (Figura 32). 

 

Figura 32. Curva de transpiração (TR) das espécies silvestres diploides (parentais), analisados sob 
alto DPV (linha preta) com cultivar Ah-Tatu como controle. 
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O tempo para o crescimento fúngico e detecção de sintomas nas folhas destacadas 

variou de acordo com a suscetibilidade do genótipo ao patógeno. Com exceção das 

cultivares-controles e de uma das espécies silvestres (A. ipaënsis), todos os outros 

genótipos avaliados mostraram-se resistentes. Os acessos A. gregoryi V6389 (Greg-V6389), 

A. duranensis SeSn2848 (Dur2-SeSn2848), A. stenosperma V10309 (Sten-V10309), A. 

duranensis V14167 (Dur1-V14167) e A. villosa V12812 (Villo-V12812) foram os mais 

resistentes. 

Entre os parentais silvestres, A. ipaënsis K300876 mostrou-se suscetível ao fungo 

Puccinia arachidis baseado no escore das pústulas na área foliar afetada, enquanto que os 

alotetraploides mostraram-se resistentes. Essa espécie é doadora do genoma B para os 

alotetraploides IpaVillo1 [Ipa-K30076 x Villo-V12812]4x e IpaDur1 [Ipa-K30076 x Dur1-

V14167]4x IpaDur1 e para A. hypogaea. Esses genótipos foram os únicos que se mostraram 

suscetíveis, inclusive mais do que o controle positivo a cultivar Ah-Runner (Figura 33), os 

quais foram todos consistentes quanto à ausência ou presença de sintomas, sendo 
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considerados suscetíveis. Os demais tetraploides sintéticos mostraram-se resistentes à 

ação patogênica do fungo.  

 

Figura 33. Gráfico em BoxPlot para análise comparativa de suscetibilidade à ferrugem (causada pelo 
fungo P. arachidis) do conjunto de dados Ipavillo1. Ipa (espécies A. ipaënsis acesso K30076 - 
parental materno), Ipavillo (tetraploide sintético), Runner (A. hypogaea - cultivar controle) e Villo (A. 
villosa acesso V12812 - parental paterno).  
 

 

Quando as duas variáveis são analisadas separadamente (análise univariada), a 

média dos genótipos não difere em relação às variáveis período de incubação e I/AF 

(índice/área foliar), conforme mostra a Tabela 2. 

 

Tabela 2. Média ± Desvio Padrão para a I/AF e incubação. *Estatísticas baseadas no modelo linear 

generalizado, onde atribuiu-se distribuição Gamma para I/AF e distribuição Normal para Incubação. 
 

  I/AF Período de Incubação 

KG30076xV12812 2.69 ± 2.57 a 14.71 ± 2.70 a 

Runner 1.61 ± 2.13 a 17.1 ± 3.75 a 

Estatística* LR=1.19, P-valor= 0.27 LR=3.35,  P-valor=0.07 

 

Ao analisar as duas variáveis agindo conjuntamente (análise de componentes 

principais), os dois genótipos continuam estatisticamente iguais. Adicionalmente, a ACP 
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genótipos são iguais quanto a expressão de I/AF tanto no contexto univariado como no 

contexto multivariado, partiu-se para uma análise de regressão, desconsiderando o efeito 

dos genótipos.  

Ao juntar os dois genótipos, com 72% de explicação (R2), o modelo de regressão 

permitiu descrever o I/AF em função de incubação, no qual o aumento de uma unidade de 

medida no período de incubação diminui em 3,47 unidades na medida de I/AF. Espera-se 

que cada unidade de medida de período de incubação gere I/AF de 31,008. A Figura 34 

mostra essa correlação. 

 

Figura 34. Correlação entre I/AF e período de incubação, segundo o modelo de regressão linear 
quadrático. 
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Discussão 

Características gerais das plantas 

Quando avaliada a área foliar total das plantas, os anfidiploides de maneira geral 

superaram seus parentais. Segundo Hegarty et al. (2013), esse fato é devido ao provável 

efeito da heterose, causado pela natureza híbrida dos sintéticos. Porém, as principais 

características avaliadas nesses genótipos são atribuídas ao efeito da tetraploidização, 

como visto nos experimentos com tetraploides sintéticos de Arachis de Santos (2012). Isso 

também foi observado em outras culturas, como no alotetraploide sintético Arabidopsis 

suecica (Chen, 2010). Outra observação interessante foi o progenitor masculino ter sido 

mais evidente para alguns grupos, como IpaDur1 e BatSten1, na maioria das variáveis 

analisadas, sugerindo uma contribuição genética maior que o progenitor feminino na 

expressão desses caracteres, como nodulação para IpaDur1, peso seco radicular para 

BatSten1 e área foliar total para maioria dos sintéticos. Esses resultados foram previamente 

obtidos por Leal-Bertioli et al. (2012), quando estudaram variações morfológicas e 

fisiológicas no tetraploide sintético IpaDur1, sendo agora expandidos esses estudos, para 

outras combinações de tetraploides sintéticos.    

A interação planta-rizóbio é determinante para o bom desenvolvimento da planta e 

fertilidade do solo, a partir da absorção de nutrientes essenciais às plantas (Dey et al., 

2004). De todas as espécies silvestres analisadas para números de nódulos por planta 

(raízes), A. duranensis acessos V14167 e SeSn2848 foram os genótipos com maior 

incidência de nódulos de rizóbios/grama de raiz. Esses resultados são ratificados pelo 

trabalho de Chen et al. (2014), que mostra A. duranensis como hospedeiro preferido das 

espécies de Bradyrhizobium. Esse caráter também seguiu na linha dos tetraploides 

sintéticos, nos quais as combinações que possuíam os acessos de A. duranensis como 

parentais, estavam entre os que mais apresentaram incidência de nódulos, como podemos 

ver para BatDur1 e IpaDur1 (Figura 8). Este último foi o sintético mais próximo da cultivar 

Ah-Runner (A. hypogaea), que tem como parentais os prováveis genitores de A. hypogaea 

(A. ipaënsis e A. duranensis). Esse comportamento sugere que essa combinação, beneficia 

a planta por possibilitar aumento de nitrogênio e fósforo no solo, influenciando no 

comprimento de raiz, número de vagens e número de nódulos.  

Essas estruturas podem possibilitar às plantas, bem como aos tetraploides sintéticos, 

melhores condições adaptativas e produtivas, como crescimento e maior absorção de 

nutrientes, já que não se observa esse caráter com alta incidência nos diploides. No entanto, 

não se conhece a causa exata da maior incidência nos tetraploides sintéticos. Portanto, 
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pressupõe-se que novas combinações alélicas levam a novas vias metabólicas e essas 

induzem a origem de novas características. Esses são resultados preliminares, que ainda 

precisam ser validados e corroborados com experimentos de linhagens puras (já em 

andamento).  

Estruturas epidérmicas 

Considerando que houve aumento de estruturas foliares nos tetraploides sintéticos, 

quando comparadas aos seus respectivos genitores diploides, a análise das estruturas 

morfológicas foliares dos genótipos demonstrou uma tendência de agrupamento em nível de 

ploidia. Quanto ao aumento estomático, o mesmo comportamento foi observado por Zaedhi 

et al. (2014) em plantas medicinais de Dracocephalum kotschyi induzidas à poliploidia por 

colchicina e por Gantait et al. (2011) em gérberas poliploides, que observaram aumento 

dessas mesmas estruturas estomáticas com o nível de ploidia. Sabendo-se que 

comprimento de estômato é considerado um indicador rápido para estimar a taxa de 

poliploidia em muitas plantas (Beck et al., 2003), os resultados mostraram que à medida que 

aumenta a ploidia nos acessos de Arachis estudados, aumenta o comprimento dos 

estômatos e diminui a densidade estomática (DE). Logo, pressupõe-se que redução da 

frequência de estômatos em relação às plantas diploides, está associado ao aumento no 

tamanho dessas estruturas, por meio de mecanismos de compensação associados com a 

expansão de células epidérmicas e/ou células-guarda (Beaulieu et al., 2008).  

Quanto à densidade de estômatos, apesar de aproximar os tetraploides sintéticos 

dos materiais cultivados, seu valor foi significativamente menor quando comparado aos 

diploides, na ordem 2n>4n>4n-sintético, como observado por Maosong et al. (2008) e Laere 

et al. (2011) com diferentes espécies de trigo e genótipos de Spathiphyllum wallisii (lírio-da-

paz), respectivamente.  Isso indica que no processo de evolução do amendoim, os 

estômatos se tornaram maiores, enquanto que o número reduziu. Esses resultados são 

consistentes com as observações feitas por Padoan et al. (2013) e Xu et al. (2010) em 

poliploides de Citrus clementina  e Juncus effusus, respectivamente. Allario et al. (2011) 

demonstraram que em várias espécies a condutância estomática máxima de vapor de água 

está negativamente correlacionada com tamanho dos estômatos. Quanto menor os 

estômatos, melhor e mais rápida será a resposta (Franks e Beerling, 2009). Logo, a 

coordenação entre tamanho e frequência de estômatos é também uma característica 

importante para maximizar a eficiência do uso da água em todos os ambientes (Padoan et 

al., 2013).  

Para as análises de índice estomático (IE), não foi observada diferença entre os 

níveis de ploidia, indicando que o número de células epidérmicas acompanhou as mudanças 
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dos estômatos. Nesse sentido, Pompelli et al. (2010) afirmam, que entre as várias 

características de estômatos, a densidade estomática bem como sua resposta às condições 

ambientais, é um importante parâmetro eco-fisiológico que afeta as trocas gasosas e 

fotossíntese. Consequentemente, a compreensão dessas respostas nos processos 

fisiológicos, é de grande interesse para o melhoramento genético, que busca desenvolver 

cultivares com melhores características agronômicas. 

Medidas de pigmentos foliares 

O efeito da poliploidia na fotossíntese ainda não está bem elucidado, pois apesar de 

todas as enzimas envolvidas no processo estarem presentes nos cloroplastos e as plantas 

poliploides terem um grande número de cloroplastos no mesófilo, Caruso et al. (2013) 

relatam taxas fotossintéticas similares entre plantas diploides e tetraploides. 

Quando é feita a correlação entre SCMR e LA, há uma diferença nos resultados, 

aproximando-os do que é visto para os materiais cultivados, pois folhas mais espessas 

geralmente têm densidade mais elevada de clorofila por unidade de área foliar e, portanto, 

têm uma maior capacidade fotossintética quando comparadas com folhas mais delgadas 

(Warner et al., 1987). Resultado similar também foi observado por Warner et al. (1987) na 

gramínea Panicum virgatum, em que o conteúdo  de clorofila foi aumentado do tetraploide 

para o octaploide em 40-50%. Estudos iniciais em Arachis não mostraram aumento 

significativo no conteúdo de clorofila do anfidiploide IpaDur1 (Leal-Bertioli et al., 2012), 

aproximando-se dos silvestres diploides. No entanto, quando a análise foi feita para outros 

tetraploides sintéticos, foi observado um aumento do conteúdo fotossintético em relação aos 

parentais, para todos os poliploides pelo método SCMR, positivamente correlacionado com 

o conteúdo de clorofila, como observado nos trabalhos de Arunyanark et al. (2008) e 

Upadhyaya (2005). Porém, considerando que valores de SCMR variam de acordo com a 

estação, o estado fisiológico da planta, tipo de solo, etc., esses valores podem ser 

comparados, apenas, em experimentos executados ao mesmo tempo, nas mesmas 

condições. 

Como a poliploidização altera bioquimicamente e também influencia a eficiência 

fotoquímica de uma planta, é interessante saber o status (quantidade dos diferentes tipos) 

dos pigmentos fotossintéticos nos genótipos. Sabendo que leituras de SCMR refletem o teor 

de clorofila por unidade de área foliar, a comparação com a quantificação de pigmentos 

fotossintéticos pelo método extrativo, pode ajudar a corroborar os resultados iniciais de 

SCMR. A avaliação de clorofila pelo método de Coate et al. (2012) com modificações, 

demonstrou alterações de acordo com o nível de ploidia, tanto no conteúdo total de 

clorofilas, quanto na concentração de clorofilas a e b, separadamente. O conteúdo de 
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pigmentos fotossintéticos para todos os anfidiploides foi muito maior, aproximadamente 

duas vezes do valor estimado dos diploides. O aumento desses pigmentos associado ao 

maior nível de ploidia foi estudado por Lagibo et al. (2005) em diferentes poliploides de 

Violaceae, com variação na tolerância a estresses ambientais. Os resultados confirmam o 

que sugerem Warner e Edwards (1993), que alotetraploides apresentam uma variação maior 

de respostas para taxa fotossintética por unidade de área foliar. Resultados similares 

também foram relatados em plantas tetraploides de Aloe vera L. (Li et al., 2002) e 

Tanacetum parthenium L. (crisântemo) (Majdi et al., 2010) induzidas por colchicina. Estudos 

sugerem que análises por fluorescência emitidas por clorofilas é uma técnica rápida e 

confiável para detecção e quantificação de pigmentos de tolerância das plantas a estresses 

ambientais, como temperatura (calor, frio, geadas), estresse hídrico (seca ou alagamento), 

salinidade, etc. (Lagibo et al., 2005). De acordo com os resultados podemos inferir que, de 

maneira geral, SCMR e clorofila total aumentam juntas em direção ao maior nível de ploidia, 

apresentando uma mesma tendência diante da tetraploidização, além de combinar 

genótipos mais tolerantes com melhores características estéticas (Lagibo et al., 2005). 

Transpiração/área foliar (TR/AF) 

 

A conservação de água no solo, resultante da diminuição na condutância estomática, 

sob condições atmosféricas de alto déficit de pressão de vapor (DPV) é uma abordagem 

possível para maior tolerância das culturas sob déficit hídrico (Devi et al., 2010). Uma 

possibilidade para as plantas é limitar a transpiração quando o DPV se torna elevado. Tal 

comportamento é observado com o fechamento dos estômatos, geralmente ao meio-dia, 

quando a temperatura está mais alta. Esta característica tem o benefício da conservação da 

água no solo. Sem sensibilidade ao aumento do DPV, as plantas terão continuamente taxas 

crescentes de transpiração com o aumento do DPV (Devi e Sinclair, 2011).  

Características que controlam a retenção e o uso limitado de água, normalmente 

promovem o uso dessa água retida no solo, para o crescimento vegetativo e enchimento de 

grãos (Belko et al., 2012). Outra característica é a troca gasosa baixa durante períodos de 

déficit de pressão de vapor (DPV) elevado, sob condições limitantes de água, os quais 

reduzem a transpiração, levando a uma baixa TR nos genótipos mais tolerantes à seca 

(Devi et al., 2010). Ao submeter os genótipos sob diferentes DPVs, foi observada uma maior 

taxa de transpiração por unidade de área foliar pelos tetraploides sintéticos, quando 

comparado com seus parentais diploides. Apesar do sintético BatDur1 ter como parental um 

dos genótipos que mais transpiraram (Dur-V14167), este foi o alotetraploide que apresentou 

as menores TR/AFs ao longo do experimento, assim como o silvestre diploide A. batizocoi 
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acesso K9484, sugerindo uma contribuição maior do parental materno (Bat-K9484) para 

esse caráter.  

Embora estudos apontem que a área foliar reduzida, influencia na resposta de 

tolerância ao estresse hídrico, como observado em Caupi (Belko et al., 2012) e em 

diferentes genótipos de amendoim (Ratnakumar et al., 2009; Ratnakumar e Vadez, 2011), o 

acesso Bat-K9484 apresentou uma AF intermediária entre os diploides, porém foi o silvestre 

mais eficiente, por responder com menor TR/AF às condições impostas no experimento. 

Resultados semelhantes foram obtidos por Ratnakumar et al. (2009), que não observaram 

nenhuma relação significativa entre absorção de água do solo/área foliar em genótipos de 

amendoim nos primeiros dias após imposição de seca. Além disso, as combinações com 

esse acesso (Bat-K9484) demonstraram resultados semelhantes, com baixa TR/AF, exceto 

a combinação Batsten1 (K9484 x V10309)4x, que foi um dos tetraploides sintéticos que 

apresentaram maiores taxas de transpiração por área foliar. 

Considerando a importância da SLA como reflexo da compensação entre rápida 

produção de biomassa e eficiente conservação de nutrientes, não foram observadas 

diferenças significativas entre a maioria dos genótipos estudados. No entanto, dentre as 

conjuntos que apresentaram variação em SLA, a comparação dos gráficos para SCMR e 

SLA mostrou um aumento nos valores para SCMR inversamente proporcionais a SLA dentro 

de cada conjunto, especialmente para a conjunto IpaDur1, prováveis parentais do 

amendoim, mas também para a conjunto BatSten1, indicando um possível resultado 

semelhante ao que é observado na literatura (Vadez et al., 2014). Logo, pressupõe-se que o 

híbrido alotetraploide resultante, BatSten1, não teve uma boa capacidade de combinação, 

com possível ocorrência de supressão dos alelos parentais, provocando o efeito da heterose 

negativa no híbrido e comportamento inferior aos genitores.  

De modo geral, percebeu-se que os tetraploides sintéticos estudados, apresentaram 

modificações importantes com a poliploidização, em características relacionadas à seca 

(Leal-Bertioli et al., 2012) e que o agrupamento dos genótipos a partir de variações na 

TR/AF podem estar ocorrendo, devido a fatores dominantes que possivelmente controlam a 

condutância anatômica ou fisiológica, resultando em taxas máximas de transpiração (Devi et 

al., 2010). Além disso, segundo Vadez et al. (2014) existe uma base hidráulica para as 

diferenças na respostas de transpiração sob alto DPV. Acredita-se que a ausência de 

algumas formas de aquaporinas, podem provocar a restrição da transpiração em altos DPVs 

(Devi et al., 2012), explicando a variação na TR/AF observada nos genótipos estudados. 
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Resposta fitopatológica ao fungo Puccinia arachidis Speg. 

Em estudos de resistência em híbridos entre A. hypogaea e espécies silvestres de 

Arachis, Dwivedi et al. (2002) observaram que a resistência à ferrugem parece ser devida ao 

longo período de incubação e latência, menor número de lesões por folha, menor diâmetro 

das lesões, menor índice de esporulação, menor dano de área foliar e escore da doença. A 

arquitetura dos híbridos tetraploides não é adequada para a aplicação de testes em campo, 

por derivar de plantas diploides e, portanto, foi necessária uma abordagem diferente para 

avaliação dos genótipos em câmara de crescimento. 

Considerando a ausência de esporulação e o longo período de incubação, os 

tetraploides sintéticos desse estudo foram resistentes ao ataque do fungo P. arachidis, além 

da maior parte dos silvestres. Com exceção dos tetraploides sintéticos IpaVillo1 e IpaDur1 e 

do silvestre Ipa-K30076. Esse resultado sugere que a suscetibilidade do amendoim ao fungo 

P. arachidis foi adquirida pela contribuição gênica da espécie A. ipaënsis. Os demais 

genótipos podem ser utilizados para transferência de genes de resistência a esse fungo 

para cultivares, como demonstrado em trabalhos de introgressão de genes silvestres no 

amendoim (Simpson e Star, 2001; Simpson et al., 2003). Altos níveis de resistência também 

foram observados por Fávero et al. (2009) em espécies silvestres de diferentes seções de 

Arachis. Dentre as espécies, acessos de A. magna, mostraram-se como um dos mais 

resistentes, apresentando apenas reações de hipersensibilidade. 

Várias espécies silvestres do gênero Arachis são assintomáticas ou altamente 

resistentes à ferrugem, e, portanto, poderiam ser importantes para a hibridização 

interespecífica para incorporar níveis mais elevados de resistência a doenças no amendoim, 

além do que está atualmente disponível (Pande e Rao, 2001). 

Para tanto, a identificação de regiões genômicas que conferem resistência à 

ferrugem como quantitative trait loci (QTL) é importante para introgressão em A. hypogaea 

em cruzamentos controlados.  Para isso será interessante desenvolver mapas genéticos 

como primeiro passo para identificação dessas regiões, com marcadores associados aos 

locos de resistências para utilização de seleção assistida por marcadores (MAS) no 

melhoramento do amendoim.  
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Conclusões  

 A tetraploidização causou alterações profundas em todas as características 

avaliadas. Algumas dessas características são favoráveis tanto agronomicamente, 

quanto em termos de adaptação (porte da planta, pigmentos foliares, nodulação, 

etc.). Outras, no entanto, são desfavoráveis (alta condutância estomática); 

 Para fins de introgressão, é importante avaliar as plantas após a tetraploidização e 

acompanhar seu desenvolvimento para compreender os efeitos da poliploidia ao 

longo do desenvolvimento da planta; 

 A única exceção é quanto ao caráter de resistência à ferrugem, que tem um forte 

componente genético. Portanto, essa característica será analisada sob uma ótica 

genética no próximo capítulo. 
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Capítulo 2: Mapeamento de QTLs de resistência à ferrugem (Puccinia 

arachidis Speg.) em população F6 de genoma B de Arachis 

 

 

Observação: 

 

Esse capítulo compõe o artigo (em anexo) publicado na edição de Julho/2013 no periódico 

G3: Genes, Genomes, Genetics. 
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Introdução 

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma oleaginosa muito importante, cultivada em 

mais de 25 milhões de hectares em regiões tropicais e subtropicais, e com uma produção 

mundial de cerca de 45 milhões de toneladas (FAOSTAT, 2014). Originou-se em uma região 

que abrange o sul da Bolívia e noroeste da Argentina, por hibridização de duas espécies 

silvestres e duplicação espontânea de cromossomos para formar um alotetraploide. 

Essa cultura é afetada por várias pragas e doenças que reduzem o rendimento e 

aumentam os custos de produção. A ferrugem, causada pelo fungo Puccinia arachidis Speg. 

é uma das doenças foliares mais importantes e disseminadas pelo mundo (Subrahmanyam 

et al., 1993). Acredita-se que o patossistema ferrugem-amendoim co-evoluiu no Peru, onde 

o hospedeiro tem sido cultivado desde os tempos pré-históricos. A cultura do amendoim 

espalhou-se amplamente em todo o mundo depois da colonização espanhola e portuguesa 

da América do Sul, mas o patógeno ficou limitado em grande parte à América do Sul, até o 

final da década de 60. Desde então, se espalhou para todas as áreas de cultivo de 

amendoim (Hammons, 1973; Subrahmanyam et al., 1993). O patógeno é hospedeiro 

específico. As perdas são particularmente graves se a cultura também for atacada por 

manchas foliares como mancha-castanha (Cercospora arachidicola Hori) e/ou mancha-preta 

(Cercosporidium personatum (Berk. e Curt.). Ao contrário das manchas foliares, a ferrugem 

infecta as folhas que tendem a permanecer fixas à planta. Isso combinado com um ciclo de 

vida curto favorece a rápida multiplicação do patógeno e rápida propagação da doença. 

Variedades modernas utilizadas localmente são geralmente suscetíveis à ferrugem e outras 

doenças foliares. O controle químico do fungo pode ser eficaz, mas é oneroso, além do 

momento de aplicação de pesticidas apresentar-se como um desafio. 

O desenvolvimento e a adoção de variedades de alto rendimento para o cultivo, 

resistentes à ferrugem, são vistos como a melhor estratégia para controlar a propagação da 

doença (Gibbons, 1980). No entanto, nenhuma resistência completa foi encontrada no 

germoplasma cultivado (Subrahmanyam et al., 1982;. Pande e Rao, 2001; Fávero et al., 

2009). Isso é consistente com a recente origem alotetraploide do amendoim e ao número 

limitado de alelos de resistência à doença, disponíveis em seu pool genético contra 

ferrugem. Além disso, até o final dos anos 60, a ferrugem ficou essencialmente restrita à 

América do Sul e cultivares de amendoim de outras regiões não sofreram pressão de 

seleção imposta pelo patógeno. Em avaliações de germoplasma para genótipos resistentes, 

a maioria dos genótipos encontrados era do Peru (Subrahmanyam et al., 1989; 

Subrahmanyam et al., 1993). Embora existam genótipos de amendoim parcialmente 

resistentes, altos níveis de resistência ou até mesmo imunidade à ferrugem só é encontrada 

em espécies silvestres (Pande e Rao 2001; Fávero et al., 2009; Leal-Bertioli et al., 2010). 
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A introgressão de resistência de parentes silvestres diploides no amendoim envolve 

sistemas de cruzamentos especiais para superar as diferenças de ploidia, seguido de vários 

ciclos de retrocruzamentos (Simpson e Starr 2001; Simpson et al., 2003; Stalker e Lynch 

2002; Holbrook et al., 2008). O uso de marcadores ligados à resistência contra ferrugem é 

importante para ajudar na seleção da progênie retrocruzada, na quebra do arraste de 

ligação, na piramidação e no aumento da velocidade de seleção. Anteriormente, foram 

publicados dois mapas de ligação utilizando uma população proveniente do cruzamento 

entre o único acesso encontrado do ancestral mais provável de amendoim, A. ipaënsis 

K30076 e um acesso altamente resistente à ferrugem de A. magna, K30097 (Moretzsohn et 

al., 2009; Shirasawa et al., 2013). Aqui nós relatamos a identificação de um forte QTL 

(quantitative trati loci) ligado à resistência contra ferrugem. 

  



94 
 

Objetivos 

 

 Identificar, a partir de uma população de mapeamento F6 para o genoma B, QTLs de 

resistência à ferrugem (Puccinia arachidis Speg.); 

 Mapear QTLs para características agronômicas de importância econômica na 

população de mapeamento F6; 

 Detectar QTLs e o efeito desses locos quanto a características de domesticação nas 

progênies da população para o genoma B. 
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Material e Métodos 

Material vegetal 

A população F6 composta de 94 indivíduos foi obtida pelo método SSD (single seed 

descent) da população F2 descrita em Moretzsohn et al. (2009). As progênies foram 

derivadas do cruzamento entre A. ipaënsis (acesso GKBSPS 30076 - forma abreviada 

K30076) e A. magna geneticamente relacionada (GKSSc 30097 - forma abreviada K30097), 

usadas como parentais feminino e masculino, respectivamente. As sementes foram obtidas 

na coleção de germoplasma de Arachis, mantida na Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia (Brasília-DF, Brasil). 

Fenotipagem para ferrugem 

A população RIL (recombinant inbred lines) e os parentais foram fenotipados e 

avalidos nas gerações F6 e F7 para resistência a P. arachidis. Arachis hypogaea cv. Runner-

IAC 886 foi incluída como controle de suscetibilidade. Ensaios de campo não foram 

realizados, por não serem adequados devido à arquitetura das plantas diploides derivarem 

de silvestres. A fenotipagem foi realizada utilizando a técnica de folhas destacadas (Moraes 

e Salgado 1982; Leal-Bertioli et al., 2009). Os esporos de ferrugem foram coletados de 

plantas de amendoim infestadas, em Pindorama-SP (coordenadas 21,1858 ° S, 48,9072 ° 

W). Dois bioensaios foram realizados, um em 2012 e outro em 2013. No bioensaio de 2012, 

as folhas foram inoculadas com uma solução de 4x105 urediniósporos/mL em 0,05% de 

Tween 20 de esporos fúngicos e mantida a 26-28 °C com fotoperíodo de 10h de luz e 14h 

de escuro. No bioensaio de 2013, foi usada uma suspensão de 2x105 urediniósporos/mL. 

Quatro repetições de cada indivíduo foram analisadas 25 dias após a inoculação. A 

suscetibilidade foi medida usando os seguintes parâmetros: número total de lesões/área 

foliar (cm) (T/LA), número de lesões esporulados/área foliar (cm) (SL/LA), período de 

incubação (tempo para o aparecimento da primeira lesão em número de dias) (IncPer) e 

índice de suscetibilidade (SI). O índice de suscetibilidade foi calculado usando a escala de 

Savary et al. (1989), com as seguintes modificações: Índice era o número de lesões vezes 

um número que refletia o tamanho da lesão/reação. I = ∫ (s x n)/LA, em que s=o tamanho da 

lesão (1 = lesão necrótica abortada, 2 a 6 = rompido, pústulas esporuladas, variando entre 

0,5 - 3mm de diâmetro), n = número de lesões de um determinado tamanho , LA = área 

foliar (mm2). A esporulação foi avaliada com o auxílio de um microscópio estereoscópico. A 

área foliar foi calculada utilizando o software Quant ® (Vale et al., 2001). Genótipos que não 
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apresentaram sintomas e, portanto, não tiveram período de incubação, foram artificialmente 

tabuladas como 200 para análises de QTL. 

Outras características agronômicas e de domesticação 

As plantas foram cultivadas em bandejas longas (1m x 30 centímetros x 30 

centímetros), com espaço suficiente para sementes e ramos laterais. Os ramos foram 

regularmente enrolados em volta dos vasos para garantir que os pegs chegariam ao solo. 

Entre 40 e 60 dias após o plantio, foi medida a altura do eixo central de até 10 plantas de 

cada RIL (MSH). No momento da colheita (cerca de 120 dias após o plantio), os 

comprimentos do peg (PL) e da constrição de vagens (PC) foram medidas com 6 repetições. 

As sementes (com casca) colhidas foram contadas (SN), secas a 20°C em UR de 15% 

durante 15 dias e, em seguida, 10 sementes escolhidas ao acaso foram pesadas (10-SW). 

As avaliações foram feitas em três anos, 2011, 2012 e 2013, com exceção de PL e PC, que 

foram avaliados apenas em 2012. 

Extração de DNA 

O DNA genômico total foi extraído a partir de folhas jovens como descrito por 

Grattapaglia e Sederoff (1994). A qualidade e quantidade do DNA foram avaliados por 

eletroforese em gel de agarose 1% e em espectrofotômetro NanoDrop 1000 (Thermo 

Scientific). 

Mapeamento genético e análise de QTLs 

Um mapa de ligação para esta população pode também usar locos publicados por 

Shirasawa et al. (2013). O mapa continha 773 microssatélites e 25 marcadores MITE. 

Usamos esses 798 marcadores mais 26 marcadores microssatélites recém genotipados 

para construir um mapa de ligação atualizado, usando o software Mapmaker Macintosh 2.0 

e Mapmaker/EXP 3.0 (Lander et al., 1987; Lincoln et al., 1992). Foi realizado o teste χ2 para 

testar a hipótese nula de segregação 1:1 em todos os marcadores utilizados. Foi usado um 

mínimo LOD de 6,0 e máxima fração de recombinação (θ) de 0,35, definidos como limites 

para a determinação de grupos de ligação com o comando "group". A ordem mais provável 

dentro de cada GL foi estimada pelo método de correlação de matrizes usando o comando 

"first order". A ordem dos marcadores foi confirmada através da comparação da 

verossimilhança das possíveis ordens permutando todas as ordens dos locos adjacentes 

(comando "ripple"). Após o estabelecimento das ordens dos grupos, o LOD foi reduzido para 
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3.0, a fim de incluir marcadores adicionais nos grupos. O comando "try" foi então utilizado 

para determinar a posição exata dos novos marcadores dentro de cada grupo. As novas 

ordens dos marcadores foram novamente confirmadas com o comando "ripple". As frações 

de recombinação foram convertidas em distâncias de mapa centimorgans (cM), utilizando a 

função de mapeamento de Kosambi e o comando "erro detection", disponível no 

Mapmaker/EXP 3.0 (Lincoln et al., 1992; Lander et al., 1987). Com base neste mapa, 

regiões genômicas sem recombinação ou marcadores idênticos foram identificados e todos 

os locos menos um, foram removidos destas regiões (pares ou grupos de loci com distância  

de 0cM). 

O novo mapa foi utilizado para análise de QTLs. Os dados fenotípicos incluíram os 

componentes de resistência a P. arachidis e características agronômicas. Características 

fenotipadas em diferentes ensaios ou bioensaios foram analisadas separadamente. A 

normalidade da distribuição dos dados foi avaliada pelos valores de skewness e kurtosis, 

usando WinQTL Cartographer, versão 2.5 (Wang et al., 2012). Os QTLs foram mapeados 

utilizando o método de mapeamento de intervalo composto (CIM), proposto por Zeng (1993, 

1994), também pelo programa WinQTL Cartographer. Este software assume que os dados 

quantitativos analisados apresentam distribuição normal. Alguns dos conjuntos de dados 

que não se encaixaram nessa hipótese foram transformados em log (x). A análise CIM foi 

realizada utilizando o modelo padrão (Modelo 6), avaliando o mapa genético e estimando a 

probabilidade de um QTL e seus efeitos correspondentes a cada 1cM, usando 8 marcadores 

como cofatores para ajustar os efeitos fenotípicos associados com outras posições no mapa 

genético.  

Para cada um dos caracteres, o número de marcadores cofatores foi escolhido de 

acordo com o número e significância dos QTLs detectados. Um intervalo de 10cM foi 

utilizado, e, portanto, cofatores dentro de 10cM de cada lado do QTL não foram incluídos no 

modelo do QTL. Foram determinados limites para cada característica por testes de 

permutação (Churchill e Doerge 1994; Doerge e Churchill, 1996), utilizando 1.000 

permutações e um nível de significância de 0,05. A representação gráfica dos grupos de 

ligação e os QTLs significativos foi feita no MapChart, versão 2.1 (Voorrips, 2002). 
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Resultados 

Fenotipagem 

A população RIL F6 usada foi produzida pelo método SSD do cruzamento entre A. 

ipaënsis x A. magna. A progênie F1 apresentou alta fertilidade, o que demonstra que os 

parentais estão geneticamente relacionados. A população mostrou grande variabilidade para 

a altura do eixo central, comprimento de ramos laterais, tamanho e número de sementes e 

resistência à ferrugem. A maioria dos indivíduos mostrou valores intermediários aos 

parentais, mas a população mostrou grande segregação transgressiva. Altos valores de 

skewness e kurtosis mostraram que quatro das 15 características não apresentaram 

distribuição normal. Foram estas: período de incubação para 2012 e 2013 (IncPer_2012, 

IncPer_2013); número de sementes com casca (SN), média de três anos, e altura do eixo 

central para 2011 (MSH_2011). A fim de alcançar as distribuições aproximadamente 

normais, estas quatro características foram transformadas em log(x) (Tabela 3). 

Ferrugem 

 A distribuição de frequência com base nos dados obtidos para o número total de 

lesões/área foliar (TL/LA), número de lesões esporuladas/área foliar (SL/LA) e período de 

incubação (IncPer) mostrou forte resistência para 41 indivíduos e para o parental resistente, 

A. magna acesso K30097, que não apresentaram lesões em nenhum dos experimentos 

(Figura 35A e 35B). O parental suscetível A. ipaënsis K30076 apresentou mais 

suscetibilidade que o controle suscetível, A. hypogaea cv. Runner IAC 886 em todos os 

componentes testados: Índice de Suscetibilidade (SI), TL/AL e SL/LA maiores e IncPer mais 

curto. Dezessete indivíduos tiveram SI, SL/LA e TL/LA maiores do que o controle suscetível. 

Além disso, cinco tiveram IncPer menor. Como esperado, o número e o tamanho das lesões 

foram negativamente correlacionados com o período de incubação (Pearson r = - 0,6, p 

<0,005). Não foi observada clorose em nenhum acesso da população F6/F7. Em folhas de 

alguns dos genótipos menos sensíveis, foram observadas áreas de necrose 

correspondendo a colônias abortadas em um estágio de desenvolvimento tardio. 
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Figura 35. Distribuição de frequência das características de resistência à ferrugem. (A) Período de 
incubação e (B) Lesões esporuladas/área foliar (cm

2
) em linhagens recombinantes (F6/F7 RILs) 

derivadas de um cruzamento de A. ipaënsis KG30076 (Ai) com A. magna KG30097 (Am). Para os 
testes de ferrugem, A. hypogaea cv. Runner IAC 886 (R) foi o controle suscetível.  

Outras características agronômicas e de domesticação 

As avaliações fenotípicas foram realizadas em diferentes gerações. Os valores foram 

distribuídos normalmente para a maior parte das características na maioria dos anos. Com 

exceção de constrição de vagens e comprimento de pegs, as médias dos pais foram 

significativamente diferentes (p <0,05). A comparação de médias entre os parentais e os 

genótipos segregantes revela que para todas as características, há segregação 

transgressiva nas progênies (Figuras 36A-D). Na média dos três anos, A. magna produziu 

mais sementes do que A. ipaënsis, mas o peso de 10 sementes foi menor (Figuras 36C e 

D). 

 

 

Figura 36. Distribuição de frequência das características agronômicas e de domesticação. (A) 
comprimento de pegs, (B) Constricção de vagem, (C) Produção de sementes e (D) Peso de 10 
sementes em linhagens recombinantes (F6/F7 RILs) derivadas de um cruzamento de A. ipaënsis 
KG30076 (Ai) com A. magna KG30097 (Am). Com exceção de constrição de vagem, todas as médias 
das características dos parentais foram significativamente diferentes (p <0,05).  
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Construção do Mapa 

Todos os marcadores avaliados neste estudo foram amplificados utilizando primers 

heterólogos. Usando um LOD mínimo de 6,0 e uma fração de recombinação máxima (θ) de 

0,35 e após a exclusão dos marcadores co-segregantes, 399 marcadores foram mapeados 

em 10 grupos de ligação (GLs), abrangendo um mapa com distância total de 678,2 cM. 

Estes marcadores incluíram 378 marcadores microssatélites e 21 transposons (MITE). Os 

grupos de ligação foram numerados e orientados essencialmente de acordo com 

Moretzsohn et al. (2009), mas com B05 e B08 invertidos para garantir a compatibilidade com 

as pseudomoléculas produzidas pelo Peanut Genome Sequencing Consortium 

(www.peanutbase.org Genbank GCA_000816755.1). Os grupos de ligação variaram de 

41,5cM (com 35 marcadores) a 139,2cM (55 marcadores), com uma distância média de 

1,7cM entre marcadores adjacentes. Dos 399 marcadores mapeados, 91 (22,6%) desviaram 

da razão esperada 1:1 de (p<0,05). Desses, 79 marcadores eram distorcidos para alelos do 

parental A. ipaënsis e apenas 12 marcadores para alelos do parental A. magna. A maioria 

dos grupos de ligação teve poucos marcadores distorcidos, e GL B05 e B08 não 

apresentaram marcadores distorcidos. Em contraste, o GL B02 e a porção superior do GL 

B04 foram quase inteiramente compostos por marcadores distorcidas. Esses dois GLs e o 

GL B06 foram distorcidos em direção aos alelos de A. ipaënsis. Marcadores distorcidos com 

P <0,05 foram identificados por # (Figura 37). 

 

 

 

  

http://www.peanutbase.org/
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Figura 37. Mapa genético de ligação do genoma B de Arachis obtido através da análise de 94 plantas F6, gerada a partir de um cruzamento entre A. ipaënsis 
K30076 e A. magna K30097 (Grupos de ligação B1 ao B10). Os números à esquerda de cada grupo são distâncias de mapa Kosambi (cM). Marcadores que 
amplificaram mais de um locus têm números _1 _2 depois do nome do marcador. QTLs são indicados como barras ao lado dos grupos de ligação. 
Cores/texturas são de acordo com as categorias: preto, resistência à ferrugem (T/LA, I/LA, S/LA e IncPer); branco, características de sementes (número de 
sementes e peso de sementes); texturizado, arquitetura da planta (altura o eixo central) e características de domesticação (comprimento de peg e constrição 
de vagem).   
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Figura 37. Continuação.  
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AhTE0918 40,9 
AhTE0482 43,5 
Seq3A06 43,9 
AHGS1594 44,4 
AHS2854 45,8 
AHGS2584 47,6 

TC7H11# 56,5 

Log_10SN 

B10 
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Identificação de QTLs 

O novo mapa composto de 399 marcadores foi utilizado para análise QTLs. O LOD 

mínimo estimado para cada característica variou de 2,5 a 3,2, e apenas QTLs com valores 

de LOD superiores a esses valores foram incluídos. Pelo menos um QTL foi detectado para 

cada uma das 15 características analisadas, com um total de 38 QTLs mapeados. Um 

resumo dos QTLs é fornecido na Tabela 3.  

QTLs para resistência à ferrugem  

Para resistência à ferrugem, 13 QTLs foram identificados nos dois bioensaios. Um 

QTL principal para os quatro componentes da resistência à ferrugem (SI, TL/LA, SL/LA, e 

IncPer) foi consistentemente identificado em ambos os bioensaios e mapeado no mesmo 

intervalo, na posição 35,1cM - 42,9cM do mapa no GL B08, com valores de LOD entre 2.9 e 

8.2 com o marcador Ah-280 sendo o mais próximo. Este QTL explicou 5,8% a 59,3% da 

variação fenotípica das quatro diferentes características (SI, TL/LA, SL/LA e IncPer). Para SI 

e TL/LA avaliado em 2012 e para IncPer_2013 foi encontrado outro QTL na posição 25,4cM 

– 33,1cM no mesmo GL B08 (Tabela 3, Figura 36), explicando 13,2% a 34,8% da variância 

total em 2012 e 2013, respectivamente. Os marcadores mais próximos são AHGS1350 e 

AHGS2541. Além destes dois QTLs, outros dois QTLs menores foram identificados no GL 

B04 e B07 para SI_2012, e um QTL no LG B03 para IncPer_2013. Para todos os QTLs, a 

resistência foi derivada de A. magna. A contribuição de alelos de A. magna foi estimada pelo 

cálculo da média fenotípica das progênies que apresentaram alelo de A. magna em relação 

à média fenotípica daqueles com o alelo de A. ipaënsis. Alelos de A. magna contribuíram de 

forma significativa para a redução da SI, TL/LA e SL/LA. O efeito dos alelos de A. magna foi 

menos pronunciado no período de incubação (IncPer, Figura 38).  
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Tabela 3. QTLs identificados para resistência a Puccinia arachidis e características agronômicas em 
uma população F6 A. ipaënsis x A. magna. 
 
Características/

categorias 

Característica

s/símbolos 
LG 

Posição 

(cM) 
Marcador adjacente(s) LOD 

Efeito 

Aditivo 

R
2
 

(%) 

Resistência à 

ferrugem 
SI_2012 

4 17.0 TC7G10 2.7 0.1807 7.8 

  

7 38.7 AHS0598 3.0 0.1582 8.2 

  

8 25.4 AHGS1350 / AHS2541 3.3 0.1950 13.2 

  

8 35.9 Ah-280 6.9 0.2511 21.2 

 

SI_2013 8 35.9 Ah-280 3.2 0.3133 5.8 

 

T/LA_2012 8 25.4 AHGS1350 / AHS2541 4.1 0.1264 16.0 

  

8 35.1 Ah-280 2.9 0.0912 8.9 

 

T/LA_2013 8 35.9 Ah-280 3.8 0.1993 12.3 

 

S/LA_2012 8 35.9 Ah-280 3.8 0.0724 11.1 

 

S/LA_2013 8 35.9 Ah-280 3.5 0.1378 11.0 

 

Log_IncPer_2

012 8 42.9 Ah-280 / Ah-558 8.2 -0.4643 59.3 

 

Log_IncPer_2

013 3 39.9 AHGS2188 / AHGS2228 4.1 -0.3413 11.4 

  

8 33.1 AHS2541 / Ah-280 6.9 -0.2987 28.3 

  

8 38.9 Ah-280  4.2 -0.2182 15.0 

Produtividade Log_10SN 3 82.3 ML2A05 3.4 -0.1065 8.6 

  

4 28.0 AHGS2785 2.6 -0.0989 6.2 

  

10 35.5 AHS1488 3.1 -0.1476 10.3 

 

10-SW 4 68.8 AHGS1279 / AHS2728 3.9 0.3171 18.4 

 
 

5 44.5 AHGS2602 2.9 0.1960 8.3 

Características Peg_Length 1 40.8 AHGS2019 / Seq12B2 3.4 -2.0698 7.2 

De sementes  4 64.9 AHGS2155 11.2 4.1804 25.8 

  

4 70.8 AHGS1279 / AHS2728 8.7 4.3753 30.2 

  

5 10.4 AHS2897 3.4 2.0582 6.9 

  

9 43.7 AHGS2018 / AHGS2235 3.0 1.9068 6.3 

 

Pod_constricti

on 1 37.1 AHGS2332 4.1 -0.6681 9.4 

  

4 64.3 AHGS1917 3.4 0.5893 7.4 

  

5 47.0 AHGS2513 3.5 -0.7907 8.0 

  

6 25.4 AHGS2106 3.7 -0.6623 9.7 

  

8 0.0 AHGS1383 3.5 -0.6048 8.1 

  

9 36.3 

AHGS1478_b3 / 

AHGS2537_b2 3.3 0.5560 7.3 

Arquitetura da  MSH_2009 2 37.8 RN31F06 4.8 -5.4429 14.5 

planta  4 64.3 AHGS1917 / AHGS2155 6.5 -5.7860 17.6 

  5 48.7 AHGS1228 3.2 3.6098 8.1 

 

Log_MSH201

1 4 64.9 AHGS2155 4.1 -0.1030 10.7 

  

5 41.1 AHGS1980 4.0 1.6414 10.0 

  

6 13.0 AHS2153 4.5 -0.1066 11.4 

 

MSH_2012 3 23.2 TC1E06 4.0 -1.9735 8.1 

  

4 64.3 AHGS1917 / AHGS2155 12.3 -3.5641 30.4 

    5 48.7 AHGS1228 3.6 2.1333 7.4 
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Figura 38. Gráfico de barras para contribuição alélica de A. ipaënsis (barras azuis) versus A. magna 
(barras laranja) às características associadas à resistência à ferrugem: índice de suscetibilidade (SI), 
número de lesões esporuladas/área foliar (SL/LA), número total de lesões/área foliar (TL/LA) e 
período de incubação (dias/20) (IncPer / 20). 

 

QTLs para outras características agronômicas e de domesticação  

As características agronômicas e de domesticação foram avaliadas em três anos 

diferentes. Os QTLs foram consistentes entre os anos e para análise final de QTLs, os 

dados dos diferentes anos, foram reunidos e considerados como diferentes repetições do 

mesmo experimento. A exceção foi MSH (altura do eixo central), que não foi reunido, porque 

as medidas foram feitas em diferentes estágios de crescimento das plantas em cada ano. 

Foram identificados 25 QTLs. Curiosamente, QTLs para duas características de 

domesticação (PC e PL) foram colocados nas mesmas posições do mapa: 42,9cM-45,6cM 

no LG B01 e 64,3cM-64,9cM no LG B04 (Tabela 3, Figura 36). O LG B04 também abrigou 

um conjunto de QTLs para MSH na posição 64,3cM e 64,9cM, explicando entre 10,7% e 

30,4% da variância fenotípica total. Para todas essas características, os principais 

marcadores associados foram AHGS1917 e AHGS2155. Alelos que aumentam os valores 

de características ligadas à domesticação foram originados de ambos os progenitores. No 

entanto, alelos que aumentam o número de sementes são todos derivados de A. ipaënsis. 

Nenhum QTL para características de domesticação/produtividade co-localizaram com QTLs 

de resistência à ferrugem.   
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Discussão 

 

 

Este estudo procurou gerar informações e ferramentas para a introgressão de 

regiões genômicas do diploide A. magna K30097, que conferem resistência à ferrugem, no 

amendoim, um alotetraploide. A informação consiste da definição dos QTLs que controlam a 

resistência a doenças, e as ferramentas, de marcadores genéticos para rastrear as regiões 

genômicas de interesse num contexto genético tetraploide (o contexto de introgressão). 

Para o mapeamento, usamos a progênie resultante do cruzamento entre as espécies 

selvagens, o mais provável doador do genoma B do amendoim, A. ipaënsis K30076 

(suscetível à ferrugem) e A. magna K30097 (resistente à ferrugem). Arachis ipaënsis é 

geneticamente relacionado com o genoma B do amendoim e foi coletado e identificado em 

estado selvagem em um único local. Arachis magna é intimamente relacionada a ele e 

podem até mesmo ser consideradas como a mesma espécie biológica (José Valls, 

comunicação pessoal). A progênie desse cruzamento foi usada em dois estudos publicados 

anteriormente. No primeiro, a progênie F2 foi usada para produzir um mapa com 149 

marcadores em dez grupos de ligação, abrangendo um total de 1,294cM (Moretzsohn et al., 

2009). No segundo, um mapa genético mais denso de 798 loci, mas abrangendo apenas 

461cM, foi construído utilizando linhagens recombinantes F6 geradas por SSD. Esse mapa 

foi integrado a um mapa consenso dos dois genomas diploides A e B no amendoim em 

separado e para o amendoim tetraploide (Shirasawa et al. 2013). Aqui, usamos as mesmas 

linhagens F6 e informações de genotipagem de alguns marcadores adicionais para 

desenvolver um mapa constituído por 399 marcadores de alta qualidade, nenhum dos quais 

co-segregaram. O mapa cobriu 678cM. As diferenças nos tamanhos destes mapas, gerados 

a partir dos mesmos pais biológicos, parecem ser melhor explicadas pelos diferentes 

softwares e parâmetros que tratam erros de genotipagem de diferentes maneiras (Bertioli et 

al. 2014). O maior tamanho (1,294cM), foi obtido com o Mapmaker sem detecção de erro, o 

tamanho intermediáro (678cM) foi obtido pelo Mapmaker com detecção de erro (Lincoln et 

al., 1992), e o menor tamanho (461cM) foi obtido com JoinMap, um programa que contém 

os seus próprios algoritmos que detectam erros e corrigem as distâncias genéticas. Embora 

pareça claro que a distância genética  do mapa F2 de 1294cM esteja substancialmente 

inflado, não está claro qual das outras duas estimativas é melhor. No entanto, o mapa aqui 

apresentado tem marcadores posicionados com uma confiança muito alta, por não conter 

marcadores co-segregando é mais adequado para a detecção de QTLs. 

O foco principal deste estudo foi a identificação de QTLs de resistência a doenças. 

No entanto, também foram investigados QTLs para características de domesticação. A. 
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ipaënsis e A. magna são espécies silvestres que diferem pouco para essas características, 

ambas com longos pegs e constrições além de sementes pequenas. Contudo, muitos 

segregantes apresentaram características um pouco mais semelhantes aos cultivados: 38 

segregantes têm pegs mais curtos, 32 têm menor constrição de vagem e 8 tiveram 

sementes maiores do que ambos os pais. Novas combinações alélicas conferiram 

características não observadas nos parentais. O posicionamento desses QTLs pode ser útil 

na localização de alelos silvestres importantes, com possível utilização para o melhoramento 

do amendoim. No entanto, acredita-se que essas características sejam complexas, 

quantitativas e altamente dependentes do ambiente. Apesar disso, esses QTLs foram 

surpreendentemente consistentes entre os anos. É possível também, que o efeito destes 

QTLs possam variar com o conteúdo genético. Infelizmente, a comparação dos QTLs para 

fenótipos semelhantes identificados por Foncéka e colaboradores (Foncéka et al., 2012a; 

Foncéka et al., 2012b) em estudos de alelos silvestres incorporados ao material cultivado é 

difícil devido à dificuldade de comparação entre os mapas. Além disso, a interpretação do 

significado de possíveis sobreposições também torna-se um problema por causa dos vários 

QTLs identificados em ambos os estudos. 

Para a identificação de QTLs de resistência a doenças, avaliamos as RILs em quatro 

medidas de suscetibilidade à ferrugem em dois bioensaios independentes realizados em 

anos diferentes. Estas avaliações foram baseadas na técnica de folha destacada, que 

oferece fenotipagem precisa em condições controladas. Nós não utilizamos ensaios de 

campo por três razões: (i) a ocorrência de ferrugem no campo é muito desigual, varia de ano 

para ano e é fragmentada dentro do mesmo campo; (ii) a predominância habitual de LLS ou 

ELS dificulta a avaliação (Subrahmanyam et al., 1982;. Sujay et al., 2012.) e, finalmente, (iii) 

a diferença extrema de arquitetura entre os genótipos selvagens e o amendoim cultivado 

teria feito o sistema de pontuação em campo sem sentido para este estudo. Esperamos 

realizar avaliações de campo posteriormente, em nossa pesquisa dentro de um esquema de 

retrocruzamentos, quando as linhagens avançadas já com os segmentos genômicos de 

silvestres, apresentarem arquitetura semelhante ao material cultivado parental, então, a 

ocorrência de várias doenças será avaliada concomitantemente. 

Aqui, utilizando ensaios de folha destacada, observaram-se diferentes fenótipos de 

resistência à doença. Em algumas progênies, nenhuma lesão foi desenvolvida. Em outras, 

as lesões apareceram, porém, em seguida, um tecido necrosado foi desenvolvido em torno 

delas de uma maneira semelhante a uma reação de hipersensibilidade. Essas lesões não 

esporularam. Além disso, um período de incubação retardado também foi observado. Isto 

sugere diversos mecanismos de resistência e genes envolvidos na resistência. No total, 

foram detectados 13 QTLs com valores de LOD acima dos limites estabelecidos pelos testes 

de permutação (Churchill e Doerge 1994; Doerge e Churchill, 1996), que variou entre 2,5-



108 
 

3,2. Todos os alelos que conferiram resistência foram obtidos do progenitor resistente A. 

magna. Eles conferem menos e menores lesões, lesões menos esporuladas e longos 

períodos de incubação da doença. Embora tenham sido detectados vários QTLs, um 

marcador particular (Ah-280) localizado no LGB08 está ligado aos QTLs associados aos 

quatro componentes de resistência à ferrugem, avaliados em ambos os anos. As diferenças 

entre as médias fenotípicas das RILs que possuem o alelo de A. magna desse marcador em 

comparação com aqueles que possuem o alelo de A. ipaënsis são impressionantes (Figura 

36). O efeito alélico de A. magna no período de incubação aparece menos pronunciado. No 

entanto, isso é devido ao fato de que este só pôde ser medido em um subconjunto de 

genótipos: a minoria que mostrou sintomas. Como genótipos resistentes não têm período de 

incubação, não é possível medir com precisão o efeito alélico dessa característica em todos 

os genótipos. Considerando que esse QTL confere forte resistência à doença, e está 

localizado no final do cromossomo de uma espécie com estreita afinidade com o genoma B 

do amendoim cultivado, é improvável que sofra forte arraste de ligação. No geral, parece ser 

um candidato ideal para a introgressão de resistência à ferrugem no amendoim cultivado. 

Para facilitar isso, nós desenvolvemos vários marcadores ao redor do Ah-280. Para fazer 

isso, identificamos polimorfismos de nucleotídeo único (SNP) entre A. magna e A. ipaënsis. 

Devido à elevada semelhança de A. ipaënsis com o genoma B de A. hypogaea, 19 dos 22 

marcadores desenvolvidos, diferenciaram os genótipos silvestres resistentes à ferrugem e 

seus alotetraploides derivados de A. ipaënsis e A. hypogaea. 

Estudos anteriores de resistência à ferrugem em A. hypogaea produziram 

informações limitadas. Há indícios de que a resistência à ferrugem seja controlada por 

poucos genes (Van der Plank, 1963). No entanto, uma análise genética quantitativa dos 

parentais e progênies indicou que a resistência à ferrugem é mais complexa e não se 

encaixa num padrão específico (Subrahmanyam et al. 1993). Estudos mais recentes, 

utilizando germoplasma no qual um dos parentais tem uma pequena contribuição genômica 

das espécies silvestres têm sido mais informativos. Foi identificado um grande QTL que 

explica até 83% da variação fenotípica (Khedikar et al 2010;. Sujay et al 2012). A origem 

desta resistência é possivelmente derivada de um segmento de cromossomo da espécie A. 

cardenasii de genoma A. Este segmento foi provavelmente herdado do parental comum 

GPBD4, que por sua vez tem um parental ICGV 86855 que é derivado do cruzamento A. 

hypogaea x A. cardenasii (Gowda et al., 2002). Os marcadores microssatélites nesta região 

do QTL, estão sendo usados atualmente para retrocruzamentos assistidos por marcadores 

com resultados muito promissores (Varshney et al., 2014). O QTL foi localizado no GL AhXV 

de acordo com um mapa consenso publicado para A. hypogaea (Gautami et al., 2012a). 

Pesquisas de similaridades de sequências dos cinco marcadores ligados a este QTL contra 

as sequências das pseudomoléculas recentemente disponíveis de A. duranensis, a mais 
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provável espécie ancestral do genoma A do amendoim (www.peanutbase.org Genbank 

acesso PRJNA258023), indicam que os melhores resultados para quatro deles estão no 

final do cromossomo 3 (Aradu.A03) entre 131,3 e 133,7Mbp. Portanto este QTL e o QTL 

identificado no presente estudo parecem ser diferentes e podem, a princípio, ser 

incorporados na mesma cultivar de amendoim, para proporcionar resistência mais forte e 

mais durável. 

Para o introgressão de segmentos cromossômicos de A. magna K30097, um 

alotetraploide com A. stenosperma ([A. magna x A. stenosperma]4x; Anf10) foi criado (A. 

Fávero, não publicado) e está sendo usado no programa de melhoramento genético do 

amendoim, no Instituto Agronômico de Campinas, em São Paulo, Brasil, em colaboração 

com a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Leal-Bertioli et al. 2014a; I. Godoy, 

não publicado). O marcador SSR Ah-280 está sendo utilizado neste programa de 

melhoramento para a seleção de linhagens retrocruzadas que possuem o QTL para 

ferrugem. Isso facilitará os testes para função deste segmento cromossômico no 

background genético do amendoim cultivado. 

Ao longo das últimas duas décadas, a introgressão de alelos silvestres para 

resistência a pragas e doenças provou ser muito valiosa para a cultura do amendoim. Além 

disso, os alelos silvestres conferem os fenótipos de resistência mais fortes, conhecidos não 

apenas contra a ferrugem (Stalker et al., 2002; Simpson et al., 2003; Varshney et al., 2014), 

mas também para mancha preta e nematoide das galhas (Khedikar et al., 2010; Chu et al., 

2011; Burow et al., 2014). Esses alelos têm provado que são estáveis em diferentes 

ambientes e em diferentes contextos genéticos. A utilização de alelos localizados em 

segmentos de cromossomos silvestres tem facilitado o uso de marcadores moleculares para 

seleção em retrocruzamentos, pois os segmentos tem uma alta taxa de polimorfismo do 

DNA em relação ao amendoim cultivado. A melhor compreensão das relações entre a 

espécie cultivada e as espécies silvestres (Milla et al., 2005; Burow et al., 2009; Moretzsohn 

et al., 2013; Leal-Bertioli et al., 2014b; Seijo et al., 2007; Robledo et al., 2009) a facilidade 

crescente de desenvolver marcadores, e a melhor compreensão da estrutura genômica que 

está sendo adquirida a partir de sequenciamento do genoma de ancestrais diploides de 

amendoim (www.peanutbase.org), provavelmente facilitarão a maior utilização de alelos 

silvestres, permitindo maiores ganhos para a cultura do amendoim. 

  

http://www.peanutbase.org/
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Conclusões 

 A utilização do marcador Ah-280 torna-se viável para MAS nos programas de 

melhoramento genético do amendoim. Esta região gênica pode ser explorada pelos 

programas de melhoramento genético na obtenção de cultivares resistentes ao fungo 

Puccinia arachidis; 

 Devido à fonte de resistência de A. magna ser diploide, uma das alternativas para o 

desenvolvimento de cultivares resistentes é a piramidação baseada na exploração 

de linhagens com diferentes genes de resistência, ou ainda, através da incorporação 

em tetraploide sintético. 
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Anexo 

Tabela 1. Descrição das medidas foliares e características de pigmentos fotossintéticos para os seis conjuntos de tetraploides sintéticos, parentais e 
controles cultivados. Área foliar específica (SLA), área foliar (LA), área foliar total (TLA), SCMR (leitura da medida de clorofila da planta no solo com SPAD), 
clorofila A, Clorofila B, Clorofila total (A+B) e carotenoides. 

Conjuntos 
SLA LA TLA SCMR Clorofila A Clorofila B Clorofila A+B Carotenoides 

Média SD Média SD Média SD Média SD Média SD Média SD Média SD Média SD 

Bat-K9484 286.88 63.38 11.59 2.75 59.89 18.46 34.09 5.83 26.58 3.41 18.65 2.84 45.23 5.78 1.24 0.24 

Dur-SeSn2848 237.95 76.82 6.16 1.56 49.92 9.96 33.91 7.06 37.8 8.26 25.3 2.89 63.1 10.27 2.29 0.56 

BatDur2 271.17 40.27 12.09 3.41 37.66 20.95 43.47 6.27 47.5 6.36 33.06 5.22 80.56 9.01 1.92 0.29 

Ah-Runner 228.5 41.15 7.39 1.16 114.92 33.31 35.48 6.98 93.65 12.53 44.39 5.65 138.03 17.98 3.79 0.72 

Bat-K9484 286.88 63.38 11.59 2.75 59.89 18.46 34.09 5.83 20.02 4.25 9.47 0.99 29.49 4.91 1.29 0.29 

Dur-V14167 269.71 43.73 4.95 1.09 64.95 11.64 24.77 6.59 21.76 4.88 9.84 1.72 31.6 6.25 1.19 0.21 

BatDur1 303 38.85 16.48 3.95 102.24 37.17 37.16 5.44 48.56 4.88 25.8 1.24 74.36 5.38 2.51 0.18 

Ah-Runner 228.5 41.15 7.81 1.85 114.92 33.31 35.48 6.98 65.27 16.52 33.68 5.79 98.96 20.65 3.62 0.71 

Bat-K9484-2 228.84 18.14 11.59 2.75 59.89 18.46 24.46 4.14 26.58 3.41 18.65 2.84 45.23 5.78 1.24 0.24 

Sten-V10309 212.08 71.4 6.26 2.09 80.78 19.66 20.73 3.63 14.92 3.91 16.37 4.77 31.3 8.37 2.24 0.38 

BatSten1 185.22 61.79 13.22 4.52 104.97 51.31 35.1 5.78 27.29 2.22 18.74 1.98 46.04 0.78 1.8 0.3 

Ah-Runner-2 163 14.72 7.39 1.16 114.92 33.31 49.62 4.24 93.65 12.53 44.39 5.65 138.03 17.98 3.79 0.72 

Greg-V6389 211.36 38.8 3.32 1.42 20.78 5.94 29.14 7.1 28.11 4.3 14.8 3.92 42.92 7.71 2.1 0.36 

Sten-V10309 195.77 75.46 6.26 2.09 80.78 19.66 26.73 6.81 13.62 2.02 6.76 1.78 20.39 3.78 0.84 0.14 

GregSten1 217 38.18 9.35 4.79 111.36 33.86 42.18 8.93 64.27 5.15 29.62 4.7 93.9 9.07 3.56 0.25 

Ah-Runner 228.5 41.15 7.39 1.16 114.92 33.31 35.48 6.98 65.27 16.52 33.68 5.79 98.96 20.65 3.62 0.71 

Ipa-KG30076 193.36 26.92 3.21 0.78 18.2 10.51 25.69 6.33 53.93 5.21 18.27 1.53 72.21 6.65 1.71 0.28 

Dur-V14167 269.71 43.73 4.95 1.09 64.95 11.64 24.77 6.59 46.72 5.08 14.56 1.54 61.29 6.6 1.67 0.19 

IpaDur1 252.7 55.41 9.79 2.84 87.85 31.92 31.79 4.79 94.36 12.31 34.63 5.25 128.99 10.36 2.07 0.53 

Ah-Runner 228.5 41.15 7.39 1.16 114.92 33.31 35.48 6.98 75.37 6.66 23.12 1.71 98.49 8.36 2.23 0.37 

Ipa-KG30076 193.36 26.92 3.21 0.78 18.2 10.51 25.69 6.33 53.93 5.21 18.27 1.53 72.21 6.65 1.71 0.28 
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Villo-V12812 217.32 42.26 4.46 1.57 34.2 22.49 25.04 8.54 43.6 7.17 13.95 2.22 57.55 9.32 1.83 0.28 

IpaVillo1 259.36 44.77 7.37 3.56 47.54 34.66 39.65 7.32 98.52 12.72 34.82 4.59 133.34 17.24 2.68 0.39 

Ah-Runner 228.5 41.15 7.39 1.16 114.92 33.31 35.48 6.98 75.37 6.66 23.12 1.71 98.49 8.36 2.23 0.37 

 
 
Tabela 2. Descrição das medidas de estruturas foliares na face abaxial para os seis conjuntos de tetraploides sintéticos, parentais e controles cultivados. 
Comprimento estomático abaxial (Comprimento_ABA), Largura estomática abaxial (Largura_ABA), Densidade de células epidérmicas abaxial 
(Cel_epi/mm²_ABA), Densidade de tricomas abaxial (tric/mm²_ABA), Densidade de estômatos abaxial (est/mm²_ABA) e Índice estomático abaxial (Índice 
estomático (IE)_ABA). 

Conjuntos 
Comprimento_ABA Largura_ABA cel_epit/mm

2
_ABA tric_mm

2
_ABA est_mm

2
_ABA Índice estomático (IE)_ABA 

Média SD Média SD Média SD Média SD Média SD Média SD 

Bat-K9484 18.25 0.89 23.85 1.68 799 88.29 4.25 4.32 121.4 25.92 13.15 2.31 

Dur-SeSn2848 23.46 1.13 18.98 0.69 1060.62 138.41 22.05 6.39 156.2 37.14 12.74 2.04 

BatDur2 32.72 2.34 22.16 0.88 543.79 48.71 5.23 3.37 67.81 12.44 11.1 1.96 

Ah-Runner 30.82 1.08 24.16 0.93 709.8 62.39 8.71 5.24 131.15 27.08 15.56 2.67 

Bat-K9484 18.25 0.89 23.85 1.68 799.83 88.29 4.25 4.32 121.4 25.92 13.15 2.31 

Dur-V14167 22.33 1.31 17.4 2.66 1034.8 140.54 16.17 9.92 175.16 37.37 14.41 2.22 

BatDur1 31.5 0.95 21.18 1.29 635.94 87.74 6.37 3.76 84.47 20.36 11.65 1.87 

Ah-Runner 30.82 1.08 24.16 0.93 709.8 62.39 8.71 5.24 131.15 27.08 15.56 2.67 

Bat-K9484-2 18.25 0.89 23.85 1.68 799.83 88.29 4.25 4.32 121.4 25.92 13.15 2.31 

Sten-V10309 20.87 0.55 15.35 0.77 1367.95 121.24 39.21 8.1 223.67 34.07 14.02 1.48 

BatSten1 30.47 0.84 20.27 0.74 749.76 96.53 6.98 4.59 97.81 24.79 11.54 2.62 

Ah-Runner-2 30.82 1.08 24.16 0.93 709.8 62.39 8.71 5.24 131.15 27.08 15.56 2.67 

Greg-V6389 20.81 0.62 15.09 0.71 1386.49 118.69 39.21 12.01 242.26 37.44 14.85 1.79 

Sten-V10309 20.87 0.55 15.35 0.77 1367.95 121.24 39.21 8.1 223.67 34.07 14.02 1.48 

GregSten1 30.34 1.16 20.17 1.11 603.05 49.38 14.16 5.71 84.09 18.3 12.2 2.79 

Ah-Runner 30.82 1.08 24.16 0.93 709.8 62.39 8.71 5.24 131.15 27.08 15.56 2.67 

Ipa-KG30076 21.67 0.86 17.13 1.23 962.62 144.14 18.26 8.63 171.94 40.84 15.06 2.42 

Dur-V14167 22.33 1.31 17.4 2.66 1034.8 140.54 16.17 9.92 175.16 37.36 14.41 2.22 

IpaDur1 29.59 1.32 20.7 1.02 712.85 52.95 10.67 5.81 100.21 23.24 12.21 2.04 

Ah-Runner 30.82 1.08 24.16 0.93 709.8 62.39 8.71 5.24 131.15 27.08 15.56 2.67 
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Ipa-KG30076 21.67 0.86 17.13 1.23 962.62 144.14 18.26 8.63 171.94 40.84 15.06 2.42 

Villo-V12812 19.81 0.64 14.67 0.71 1667.11 266.64 27.94 8.17 348.8 55.2 17.35 2.02 

IpaVillo1 29.52 1.21 21.25 1.74 592.98 67.23 8.12 4.9 88.32 15.9 12.88 2.15 

Ah-Runner 30.82 1.08 24.16 0.93 709.8 62.39 8.71 5.24 131.15 27.08 15.56 2.67 

 
 

Tabela 3. Descrição das medidas de estruturas foliares na face adaxial para os seis conjuntos de tetraploides sintéticos, parentais e controles cultivados. 
Comprimento estomático adaxial (Comprimento_ADA), Largura estomática adaxial (Largura_ADA), Densidade de células epidérmicas adaxial 
(Cel_epi/mm²_ADA), Densidade de tricomas adaxial (tric/mm²_ADA), Densidade de estômatos adaxial (est/mm²_ADA) e Índice estomático adaxial (Índice 
estomático (IE)_ADA). 

Conjuntos 
Comprimento_ADA Largura_ADA cel_epit/mm2_ADA tric_mm2_ADA est_mm2_ADA Índice estomático (IE)_ADA 

Média SD Média SD Média SD Média SD Média SD Média SD 

Bat-K9484 21.28 1.74 17.13 1.14 901.3 125.06 1.3 3.6 136.16 24.09 13.15 1.73 

Dur-SeSn2848 19.58 0.86 16.26 0.54 1098.69 81.29 3.48 4.11 182.56 24.14 14.23 1.34 

BatDur2 28.53 0.91 21.09 0.57 522.22 68.34 0 0 83.22 13.06 13.79 1.87 

Ah-Runner 23.9 1.06 19.24 0.72 846.4 97.5 3.7 4.43 138.78 28.23 13.99 1.48 

Bat-K9484 21.28 1.74 17.13 1.14 901.3 125.06 1.3 3.6 136.16 24.09 13.15 1.73 

Dur-V14167 18.95 0.72 16.23 0.67 1302.45 247.38 0.9 2.29 214.55 44.84 14.14 1.14 

BatDur1 25.36 0.71 18.04 0.88 698.03 60.96 0.43 1.65 101.3 13.15 12.68 1.34 

Ah-Runner 23.9 1.06 19.24 0.72 846.4 97.5 3.7 4.43 138.78 28.23 13.99 1.48 

Bat-K9484-2 21.28 1.74 17.13 1.14 901.3 125.06 1.3 3.6 136.16 24.09 13.15 1.73 

Sten-V10309 17.37 0.39 14.53 0.48 1787.58 227.3 15.25 8.63 272.76 46.05 13.2 1.02 

BatSten1 27.26 0.86 19.37 0.44 739.65 60.51 1.3 2.66 112.41 16.76 13.15 1.29 

Ah-Runner-2 23.9 1.06 19.24 0.72 846.4 97.5 3.7 4.43 138.78 28.23 13.99 1.48 

Greg-V6389 18.93 0.44 15.23 0.26 1496.94 105.14 2.61 3.68 252.94 31.6 14.41 1.06 

Sten-V10309 17.37 0.39 14.53 0.48 1787.58 227.3 15.25 8.63 272.76 46.05 13.2 1.02 

GregSten1 25.83 2.11 18.5 1.12 912.85 69.83 4.35 4.64 135.51 17.83 12.92 1.52 

Ah-Runner 23.9 1.06 19.24 0.72 846.4 97.5 3.7 4.43 138.78 28.23 13.99 1.48 

Ipa-KG30076 19.41 0.92 15.64 0.82 892.81 82.7 1.74 3.4 157.29 20.3 15.02 1.89 

Dur-V14167 18.93 0.71 16.22 0.66 1313.94 251.09 1.3 3.16 214.59 44.06 14.05 1.21 
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Tabela 4. Descrição das medidas de caráter agronômico para os seis conjuntos de tetraploides sintéticos, parentais e controles cultivados. Peso da parte 
radicular em gramas (Peso radicular-PR), Peso da parte aérea da planta em gramas (Peso parte aérea-PA) e Altura do eixo central em centímetros (Altura 
do eixo central – AEC).  

Conjuntos 
Peso radicular-PR Peso parte aérea-PA Altura do eixo central-AEC 

Média SD Média SD Média SD 

Bat-K9484 
      

Dur-SeSn2848 
      

BatDur2 
      

Ah-Runner 
      

Bat-K9484 0.61 0.22 4.37 1.94 16.05 3.03 

Dur-V14167 0.35 0.15 4.11 1.7 21.15 4.13 

BatDur1 1.32 0.44 12 3 59 26.96 

Ah-Runner 2.63 0.47 15.32 2.25 17.41 1.39 

Bat-K9484-2 0.61 0.22 4.37 1.94 16.05 3.03 

Sten-V10309 1.27 0.41 5.25 1.85 10.45 1.38 

BatSten1 1.31 0.6 6.59 2.42 17 1.69 

Ah-Runner-2 2.63 0.47 15.32 2.25 17.41 1.39 

Greg-V6389 0.75 0.28 4.38 1.52 10.8 2.46 

Sten-V10309 1.27 0.41 5.25 1.85 10.45 1.38 

GregSten1 2.09 0.57 12.02 3.28 22.05 2.91 

Ah-Runner 2.63 0.47 15.32 2.25 17.41 1.39 

Ipa-KG30076 0.54 0.18 2.74 1.18 7.65 2.7 

Dur-V14167 0.35 0.15 4.11 1.7 21.15 4.13 

IpaDur1 25.36 0.71 18.04 0.88 793.02 53.76 2.39 3.2 106.75 10.05 11.88 1.08 

Ah-Runner 23.9 1.06 19.24 0.72 846.4 97.5 3.7 4.43 138.78 28.23 13.99 1.48 

Ipa-KG30076 19.41 0.92 15.64 0.82 892.81 82.7 1.74 3.4 157.29 20.3 15.02 1.89 

Villo-V12812 19.83 0.76 16.75 0.64 1471.24 203.79 16.99 7.78 224.61 56.99 13.08 1.58 

IpaVillo1 27.5 1.83 19.65 0.79 742.04 77.76 2.61 4.06 104.57 18 12.32 1.43 

Ah-Runner 23.9 1.06 19.24 0.72 846.4 97.5 3.7 4.43 138.78 28.23 13.99 1.48 
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IpaDur1 0.84 0.51 5.22 1.9 27.85 11.89 

Ah-Runner 2.63 0.47 15.32 2.25 17.41 1.39 

Ipa-KG30076 0.54 0.18 2.74 1.18 7.65 2.7 

Villo-V12812 0.55 0.15 4.5 1.55 10.35 1.41 

IpaVillo1 0.87 0.33 5.81 2.1 17.35 5.21 

Ah-Runner 2.63 0.47 15.32 2.25 17.41 1.39 
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