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Resumo

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € uma importante fonte de 6leo e proteinas,
amplamente utilizada no processamento de alimentos. Essa cultura apresenta reduzida
variabilidade genética (quando sao consideradas caracteristicas de interesse agronémico) e
diferengas de ploidia quanto aos seus parentais silvestres. Um dos principais objetivos dos
melhoristas é aumentar a resisténcia contra patégenos e aumentar a produtividade dos
graos. A ferrugem, causada pelo fungo Puccinia arachidis Speg. e o déficit hidrico,
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 resisténcia a doencas e de adaptacao a diversos ambientes. A introducdo de
novas caracteristicas por cruzamentos e a utilizagdo de poliploides sintéticos € uma rota
atrativa para superar limitacées genéticas. Como as caracteristicas podem mudar devido a
poliploidia, foram utilizados seis tetraploides sintéticos que combinam espécies doadoras
dos genomas A, B e K, que permite uma melhor compreensao dos efeitos da hibridizacao
seguida da tetraploidizagao.. Para isso, foram avaliadas as plantas diploides e tetraploides
quanto as alteragcdes na morfologia de estruturas foliares, caracteristicas de pigmentos
fotossintéticos, tolerancia ao déficit hidrico por meio da taxa de transpiragao/area foliar sob
alto déficit de pressao de vapor (DPV) e as melhores combinacdes dos alotetraploides
sintéticos para respostas fitopatoldgicas a ferrugem foliar, por meio da metodologia de folhas
destacadas. Apés a observagdo das melhores espécies para resisténcia a ferrugem, foram
avaliados os parentais e segregantes da populagdo de mapeamento para o genoma B de
Arachis em dois bioensaios para 15 caracteristicas (resisténcia a ferrugem e caracteristicas
de interesse agronémico). Foram utilizados marcadores moleculares e mapas genéticos de
ligacdo, que auxiliaram na caracterizacado de alelos desejaveis e ndo desejaveis por meio da
identificacdo de QTLs (Quantitative Trait loci) ligados as caracteristicas de interesse. De
maneira geral, observou-se que a tetraploidizagdo provocou aumento na area foliar total, na
incidéncia de nodulos de rizébio/grama de raiz, nas células estomaticas e no teor de
pigmentos fotossintéticos, tanto por SCMR quanto pelo método extrativo de clorofilas. A
andlise de tolerdncia ao déficit hidrico sob alto DPV, mostrou que a tetraploidizacao
provocou alteragdes quanto ao carater observado nos diploides silvestres. Os tetraploides
sintéticos apresentaram maior sensibilidade as variagbes de DPV e se aproximaram das
cultivares de A. hypogaea. BatDur1 foi a combinagdo mais promissora com menores
TR/AFs. Para analise de resposta ao fungo P. arachidis, o silvestre A. ipaénsis e os
sintéticos IpaDur1 e IpaVillo1, foram os mais suscetiveis a ferrugem, sugerindo que a
suscetibilidade foi derivada de A. ipaénsis. Para a populacdo de mapeamento, construida a
partir de A. ipaénsis e A. magna, foram identificados 13 QTLs para resisténcia a ferrugem,
sendo um QTL de maior efeito identificado nos dois bioensaios e mapeado no grupo de
ligagédo B0O8 préximo ao marcador Ah-280. Esse QTL explicou 5,8% a 59,3% de variagao
fenotipica para quatro caracteristicas. Todos os QTLs identificados para resisténcia a
ferrugem foram derivados de A. magna. Para caracteristicas agronbémicas e de
domesticagao, foram identificados 25 QTLs nos diferentes anos de avaliagdo. Foram
mapeados QTLs para duas caracteristicas de domesticagdo (comprimento de peg e
constriccdo da vagem) na mesma posicdo dos GL B01 e B04 e explicaram um total de
10,7% a 30,4% da variagdo fenotipica. Os alelos que aumentam os valores de
caracteristicas relacionadas a domesticagdo sdo derivados de ambos os parentais. No
entanto, os alelos que aumentam o numero de sementes foram doados pelo parental A.
ipaénsis. A identificacdo de fontes e mecanismos de resisténcia a ferrugem, tolerancia ao
déficit hidrico e melhores caracteristicas agronémicas sao 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
tetraploidizagéao e resisténcia a 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. ipaénsis and IpaDur1 and IpaVillo1 synthetics were the
most susceptible to rust, suggesting that susceptibility was derived from A. ipaénsis. For the
mapping population constructed from jpaénsis 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. ijpaénsis. 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.
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Introducao Geral

A expansdo geografica e variagcbes morfolégicas distintas demonstradas em
poliploides naturais (Soltis et al., 2007) sugerem que a multiplicagdo do genoma per se pode
representar tanto uma vantagem evolutiva (Parisod et al., 2010), quanto um mecanismo
importante na especiacdo da planta (Arrigo e Barker, 2012). Estudos demonstram que a
poliploidia envolve muito mais do que a simples fusdo de dois genomas; envolve todo um
espectro de ajustes moleculares e fisiologicos (Adams e Wendel, 2005). Muitas vezes as
diferengas observadas na morfologia, fisiologia e caracteristicas de vida entre os poliploides
e seus progenitores podem contribuir para o estabelecimento e sucesso das espécies
poliploides em novas condi¢cdes ecoldgicas (Ramsey e Schemske, 2002; Mayrose et al.,
2010).

Plantas poliploides podem surgir via hibridizacdo interespecifica, duplicagdo
gendmica (Lavania, 2013) ou gametas nao reduzidos. De fato, a hibridacao entre espécies
ou entre populagdes divergentes leva a formagao de novas combinagdes genotipicas e
fenotipicas que podem permitir a colonizagdo de novos nichos ecoldgicos (Mraz et al.,
2011). Hibridos de plantas recém-formadas sao frequentemente estabilizados por
poliploidizacao (duplicagdo do genoma), o que atenua os problemas cromossémicos durante
a meiose e, assim, evita a esterilidade (Abbott et al., 2010).

Uma das caracteristicas mais marcantes dos poliploides € o gigantismo: aumento no
tamanho celular. Especialmente nos alotetraploides, esse fato é geralmente atribuido a
heterose. Além de alteragcbes metabdlicas celulares, os poliploides exibem uma série de
alteragdes macroscopicas durante o desenvolvimento (Leitch e Leitch, 2008). Dimensodes
estomaticas, tais como comprimento e largura dos estdbmatos, sdo utilizadas como um
indicador de poliploidia, ja que geralmente as plantas tetraploides tendem a ter estdmatos
maiores que os de seus parentais diploides (Hodgson et al., 2010; Gantait et al., 2011).

O amendoim, Arachis hypogaea L., € uma leguminosa de importancia mundial, cuja
suscetibilidade a diversos fatores bioticos e abidticos limita a produtividade e qualidade das
sementes (Devi et al., 2010). Devido ao fato dos parentes silvestres possuirem muitos
alelos ndo encontrados no cultigeno e possuirem altos niveis de resisténcia as principais
pragas e doengas, 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 condigdes de sequeiro, em solos com
capacidade de retencédo de agua limitada (Devi et al., 2010). Para adaptar-se a seca, o
amendoim possui os mecanismos de fuga e prevengdo. Na fuga, as plantas antecipam seu

periodo de floragdo e desenvolvimento para fugir da estagédo seca, ja para prevengao, o
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principio baseia-se na absor¢do maior de agua pelas raizes e reducado da perda de agua
pelas raizes e folhas. Porém, a resposta de tolerancia a seca nao é simples, e envolve
muitos genes, além da interacdo com o ambiente (Zhang et al., 2001).

A heranca dos caracteres associados a tolerdncia ao déficit hidrico e a altas
temperaturas é provavel que seja geneticamente complexa, devido a interagdo de varias
vias metabdlicas, provocando alteragdes bioquimicas, fisiolégicas, dentre outras.

Durante a evolucdo, as espécies silvestres tém se adaptado a diversos nichos
ecologicos (Bertioli et al.,, 2011). Nesse sentido, estudos tém documentado que essas
espécies apresentam alto grau de polimorfismo de DNA (Moretzsohn et al., 2009), além de
fontes de resisténcia quanto a imunidade e resisténcia a manchas foliares e ferrugem
(Subrahmanyam et al., 1985; Bertioli et al., 2003). Grandes esforgos tém sido feitos para o
desenvolvimento de ferramentas genéticas e genbmicas em amendoim, como o
desenvolvimento de populagcbes de mapeamento, fenotipagem apropriada, marcadores
moleculares, identificacdo de QTLs (Quantitative Trait Loci), e marcadores ligados a
diversas caracteristicas 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 resisténcia a
ferrugem em populagdes geradas a partir de cultivares (Khedikar et al., 2010), a genética
para resisténcia a ferrugem ainda nao foi completamente elucidada.

Este trabalho é composto por dois capitulos. O primeiro descreve algumas alteragoes
provocadas pelo efeito da tetraploidizagdo de Arachis, realizado com o objetivo de tornar
genomas silvestres diploides compativeis com o genoma de amendoim, disponibilizando
assim, alelos para introgressdo no amendoim cultivado. As avaliagdes realizadas foram:
morfologia de estruturas foliares, comparagéo de constituintes fotossintéticos, caracteristicas
relacionadas a resposta ao déficit hidrico e respostas fitopatolégicas a ferrugem do
amendoim, causada pelo fungo Puccinia arachidis. O segundo capitulo detalha a construgao
de um mapa de ligacdo genética a partir de uma populagdo de mapeamento constituida de
espécies silvestres diploides (uma das quais foi utilizada para produzir um alotetraploide
sintético, avaliado no capitulo 1), com respostas contrastantes ao fungo P. arachidis, para
identificacdo de QTLs para resisténcia a ferrugem. Esta tese é parte de um projeto cujo
objetivo final é a utilizagdo de espécies silvestres de Arachis para o melhoramento do

amendoim.
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Revisao Bibliografica

Recursos Genéticos e Melhoramento

Ha muitas maneiras de utilizar os recursos genéticos de plantas em programas de
melhoramento de culturas. Isso dependera dos problemas que o melhorista esta tentando
resolver, dos recursos disponiveis, da biologia reprodutiva da cultura e da disponibilidade de
colegbes 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 resisténcia a doengas ou pragas (Bidinger, 1992).

Segundo Tanksley e McCouch (1997), o sucesso na utilizacdo desses recursos para
o0 melhoramento de plantas, pode ser alcancado a partir de parentes silvestres de plantas
cultivadas, extremamente importantes como fontes de caracteristicas ndo disponiveis nas
espécies-alvo. Este caso € mais frequente com resisténcias a doencgas e viroses, nas quais
nao existem resisténcias conhecidas nas espécies cultivadas (Bidinger, 1992). Ao longo das
ultimas décadas, a utilizacdo da diversidade de germoplasma exaético 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
Nnovos programas para a conservagao de recursos genéticos de plantas, especialmente na
ultima década, com o desenvolvimento de varias estratégias de conservagao (Paunescu,
2009). As estratégias incluem conservagcdo ex situ (gestdo de bancos genéticos),
conservagao e manejo em campo (monitoracao e protecdo dos agro-ecossistemas) e
conservagao in situ (monitoramento e protegcao dos ecossistemas naturais) (Merritt e Dixon,
2011), combinando caracterizacdo morfolégica, agronémica, citogenética e molecular da
diversidade genética. Essa diversidade € essencial para o melhoramento da produtividade
agricola, sustentabilidade e qualidade nutricional de culturas em face das mudangas
climaticas, pragas e doengas (McCouch et al., 2012). Coletivamente, ha mais de 7 milhdes
de acessos de germoplasma de plantas armazenados nos 1750 bancos genéticos nacionais
e internacionais (FAO, 2010).

Desbloquear o potencial das cole¢cdes de germoplasma de culturas, no entanto,
requer um entendimento da quantidade e distribuicdo da variacdo genética contida dentro
delas, para viabilizar estratégias para a conservagao, coleta e para aumentar a utilizacdo 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 o0 amendoim, da
espécie Arachis hypogaea L. (Fabaceae). Esse cultigeno difere da maioria das outras
espécies da secao Arachis pelo nivel de ploidia e é isolado reprodutivamente dos putativos
genitores (Burow et al., 2009), além de possuir caracteristicas morfolégicas mais derivadas
(Bertioli et al., 2009). Arachis hypogaea e A. monticola sao tetraploides (2n = 4x = 40),
sendo esta Ultima, a unica espécie silvestre tetraploide conhecida da secido 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
regides do mundo, longe de seu centro de origem, a América do Sul (Bertioli et al., 2011). O
amendoim € uma das leguminosas mais importantes economicamente e a quinta oleaginosa
mais cultivada no mundo (Li et al., 2013; Agrochart, 2015). E amplamente cultivada em mais
de 100 paises, especialmente no sudeste dos Estados Unidos e em paises como China,
india, além de paises da América do Sul e Africa, com dois tercos da produgdo mundial
proveniente de areas de sequeiro, tropicais e sub-tropicais (Gautami et al., 2012b; Feng et
al., 2012).

A produgdo mundial na safra 2013/2014 foi de 39,8 milhdes de toneladas de
amendoim com casca, com previsdo de redugcdo em 2,14% para 2014/2015 (Agrochart,
2015). Essa redugao na cultura pode ser atribuida tanto a mudancgas climaticas, como as
doengas fungicas foliares, que constituem fatores limitantes para a produtividade do
amendoim, além de seu controle quimico elevar os custos de produgéo (Santos et al., 2011).
Os principais paises produtores sdo China, India, Nigéria e Estados Unidos,
respectivamente, e desses paises, apenas os Estados Unidos apresentam previsdao de
aumento na produgéo para a safra 2014/2015 (Agrochart, 2015).

No cenario brasileiro, segundo os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), a estimativa de fevereiro/2015 é de variagdo percentual positiva na
estimativa de producédo em relacdo ao ano anterior. Apesar da reducido na area plantada e
da producdo no Brasil em 2014, afetadas pelo clima excessivamente seco e quente, a
estimativa para produtividade de amendoim total é de aproximadamente 16% maior, em
relacdo ao ano anterior (Conab, 2014). O estado de Sao Paulo é o principal produtor de
amendoim do pais, devendo responder por 89,8%, do total colhido em 2015 (IBGE, 2015 —
LSPA_2).

Com relagao ao tipo agricola, o amendoim tem sido classificado em diferentes grupos e

os principais sdo Valéncia, Spanish e Virginia (Paik-Ro et al., 1992). Dentre as principais

22



cultivares plantadas no Brasil, destaca-se a cultivar Tatu (tipo Valéncia), de ciclo curto (90-
110 dias), habito de crescimento ereto e moderado potencial produtivo (Godoy et al., 1999).
A cultivar BR-1, também pertence ao tipo Valéncia, possui porte ereto, moderadamente
tolerante as cercosporioses (Embrapa, 2009). Além dessas cultivares, IAC-Caiap6 e Runner
IAC-886 (tipos Virginia), 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 relagédo a cultivar Tatu, porém Runner IAC 886 apresenta-se como
suscetivel a mancha-preta (Cercosporidium personatum) (Santos et al., 2013) e IAC-Caiapo
como moderadamente resistente, com resisténcia parcial e multipla as doencgas 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 importancia nutricional e vem sendo consumido cru pelo
homem desde a pré-historia (Freitas et al., 2003). Por ser uma fonte importante de éleo e
proteina, além dos seus beneficios a saude e versatilidade, o amendoim e seus derivados
sdo amplamente utilizados no processamento de alimentos (Holbrook e Stalker, 2003; Fu et
al., 2010; Jiang et al., 2014). Suas sementes contém cerca de 40-60% de oleo, 20-40% de
proteinas e 10-20% de carboidratos, além de elevado valor nutricional, possuindo vitamina
E, niacina, célcio, fésforo, magnésio, zinco, ferro, riboflavina, tiamina e potassio. O
amendoim é usado principalmente para o consumo direto, na industria de confeitaria, como
6leo vegetal no cozimento e também como fonte de proteina alimentar na industria animal.
Os multiplos 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 graos, direta e indiretamente influenciada por caracteristicas agronémicas
(Gomes e Lopes, 2005). E esse aumento na produtividade esta associado a maiores
investimentos em pesquisa no melhoramento genético do amendoim (Dwivedi et al., 2007).
Além disso, grandes quantidades de agrotdéxicos tém sido aplicadas na cultura nos ultimos
anos para controlar doengas e insetos.

O principal problema dos produtores de amendoim no Brasil e no mundo é o ataque
de doengas fungicas, 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 prejuizos a
cultura na ordem de 70% da produgao quando nao controladas (Favero et al., 2009). Além
desses fungos, o amendoim é uma das culturas hospedeiras mais suscetiveis a invasao de

Aspergillus flavus Link ex Fries e consequentemente a producao de aflatoxina antes e apds
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a colheita (Liang et al., 2006). Ha ainda o agente causador das galhas, o nematoide
Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood racas 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 hidrico sdo muito limitantes a
producdo do amendoim. Cultivado basicamente por agricultores com poucos recursos, o
amendoim é amplamente cultivado nos tropicos semi-aridos sem muito investimento na
cultura. Esses ambientes geralmente apresentam baixa precipitagdo 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 beneficios a saude,
como por exemplo, o acido oleico, que tem um papel especial no metabolismo de lipidios no
corpo humano, e pode reduzir o nivel de colesterol ‘nocivo’ (lipoproteina de baixa densidade,
LDL), manter o nivel do colesterol ‘util' (lipoproteina de alta densidade, HDL), e retardar a
aterosclerose (Yu et al., 2008). Além disso, a alta relacdo de acidos oleico:linoleico (O:L) é
uma caracteristica muito desejada pela industria de amendoim porque confere estabilidade
oxidativa elevada para o 6leo com menor suscetibilidade a rancificagdo e aumenta a
durabilidade dos produtos (Wang et al., 2010). Nos ultimos anos, os melhoristas vém
buscando e investindo na produgéo de variedades alto-oleicas, ou seja, grdos com alto teor
de acido oleico (mais de 75% de acido oleico e menos de 25% de acido linoleico) e relacao
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 numero de relatos de reagdes alérgicas, uma das
mais sérias alergias alimentares, além disso, estdo cada vez mais graves e comuns,
podendo ser fatais (Fu et al., 2010). O amendoim contém, pelo menos, onze proteinas
potencialmente alergénicas, de acordo com a Unido Internacional de Sociedades de
Imunologia (IUIS). Ara h1, uma vicilina, Ara h2, a albumina 2S, e Ara h3, a legumina, sao os
principais alérgenos de amendoim (Bublin et al., 2013). A redugdo das concentragdes
desses alérgenos no amendoim, juntamente com incentivo aos produtores, resultaria em
produtos mais saudaveis (Osuji et al., 2012).

Toda essa problematica associada aos beneficios ja comprovados do amendoim
aumentou o interesse dos pesquisadores em buscar estratégias e novas ferramentas para o
desenvolvimento de variedades resistentes, para atender as necessidades dos produtores e
consumidores.

O amendoim (A. hypogaea) originou-se do cruzamento de dois diploides silvestres,
provavelmente A. duranensis (genoma A) e A. ipaénsis (genoma B), que produziu um

hibrido estéril, cuja fertiidade foi recuperada com uma espontanea duplicagéo
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cromossOmica, de carater muito raro (Seijo et al., 2007). O tetraploide resultante (2n = 4x =
40 cromossomos) apesar do vigor hibrido se distanciou geneticamente dos parentes
silvestres em decorréncia da diferenca entre niveis de ploidia, de maneira que todas as
racas de amendoim cultivado, derivam provavelmente de uma ou poucas plantas. O habito
geocarpico do amendoim € uma caracteristica que influencia na dispersao e na estrutura de
populagdes. A dispersdo de sementes pode ocorrer por agdo antropica (indigenas), por vias
zoofilicas (por exemplo, aves e/ou roedores) e/ou pela agua, por meio de disperséo fluvial
nas enchentes, o que justificaria sua distribuicdo geografica (Kockert et al., 1991;
Krapovickas e Gregory, 1994).

O intenso processo de domesticacdo, possivelmente resultou na progressiva
restricdio da base genética conhecida como gargalo genético (genetic bottleneck), com
perdas consideraveis de alelos de resisténcias a doencas, limitando os avangos nos
programas de melhoramento (Foncéka et al., 2009; Mallikarjuna et al., 2011; Khera et al.,
2013). As espécies silvestres do pool génico de Arachis podem ser utilizadas para ampliar a
diversidade genética das cultivares, com a introgressao de novos alelos, importantes para
caracteristicas agrondmicas e para estudos de genética e gendmica (Dwivedi, et al., 2007),
pois sao muito diversas, devido aos diferentes habitats e conhecidamente resistentes a
varios estresses bidticos e abidticos, como déficit hidrico e manchas foliares
(Subrahmanyam et al., 1985; Simpson e Starr, 2001; Leal-bertioli et al., 2012).

No entanto, apesar de apresentarem valiosa resisténcia a doencgas, também tém
muitos alelos que ndo sdo agronomicamente adaptados, que conferem, por exemplo,
sementes pequenas e habito de crescimento prostrado, que dificultam a colheita. O baixo
nivel de polimorfismo na espécie cultivada tem dificultado a aplicagdo de abordagens
moleculares no melhoramento genético do amendoim (Foncéka et al., 2009). A utilizacao de
ferramentas biotecnoldgicas, como marcadores moleculares e mapas genéticos de ligacao,
sdo pré-requisitos para o melhoramento molecular de qualquer cultivar (Varshney et al.,
2009), pois auxilia na caracterizagao de alelos desejaveis por meio da identificagdo de QTLs
(Quantitative Trait loci). Os marcadores moleculares ligados aos QTLs de interesse podem
ser utilizados para auxiliar na selegdo e introgressdo de caracteristicas desejaveis e na
eliminagdo de plantas com alelos ndo desejaveis via selecdo assistida por marcadores
(MAS). Além disso, uma fenotipagem precisa de caracteristicas € um dos fatores primordiais
nas estratégias de deteccao de QTL (Kheddikar et al., 2010).

Os parentes silvestres sdo uma importante fonte de genes para resisténcia a
estresses bidticos e abibticos que afetam as espécies cultivadas (Leal-Bertioli et al., 2009).
A introgressdao de genes de espécies selvagens s6 € possivel por meio de complexos
cruzamentos genéticos ou pela transformacao genética (Hajjar e Hodgkin, 2007). Até o

momento, os poucos casos de introgressdo de genes de espécies selvagens em A.
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hypogaea para a producdo de cultivares comerciais de amendoim, revelaram grande

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

Género Arachis

As leguminosas (Fabaceae) compreendem uma das familias mais importantes das
angiospermas. Com aproximadamente 700 géneros e 20000 espécies, as leguminosas sao
a terceira maior familia de plantas superiores e a segunda mais presente na agricultura, com
origem aproximada ha 65-70 milhdes de anos (Doyle e Luckow, 2003; Lewis et al., 2005).

O género Arachis L. pertence a familia 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, distribuidas em nove secbes taxonébmicas: Arachis, Caulorrhizae, Erectoides,
Extranervosae, Heteranthae, Procumbentes, Rhizomatosae, Trierectoides e Triseminatae,
baseadas na morfologia, distribuicdo geografica 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 Bolivia, 12 no
Paraguai, sete na Argentina e duas no Uruguai (Valls e Simpson, 2005). O Brasil possui a
maior diversidade de espécies do género, com representantes das nove secoes
taxondmicas (Krapovickas e Gregory, 1994). Os membros do género Arachis sdo nativos da
América do Sul e consistem em um grupo diverso de taxons geralmente autégamos e
sempre geocarpicos (Robledo e Seijo, 2010). Depositadas abaixo da superficie do solo, as
sementes de Arachis apresentam protecdo contra muitas pragas e predadores, com
condigbes favoraveis para a germinacdo. No entanto, as sementes podem nao ser
eficientemente dispersas em condi¢cdes naturais. Mais raramente, as sementes podem ser
depositadas mais longe pelo curso da agua, erosao do solo ou animais (inclusive o homem).
(Moretzsohn et al., 2013). Entre as espécies do género, as incluidas na se¢céo Arachis sao
consideradas como as mais derivadas, diversas e numerosas (Krapovickas e Gregory,
1994).

A distribuicdo da secdo Arachis se estende a partir das colinas da Cordilheira dos
Andes na Bolivia e norte da Argentina a costa atlantica do Brasil e das nascentes dos rios
Mamoré e Guaporé, no norte da Bolivia e rio Tocantins no Brasil Central, ao litoral norte do
Rio de La Plata, no Uruguai (Robledo e Seijo, 2010). A secdo Arachis possui a maior
distribuicao entre os paises sul-americanos (Brasil, Argentina, Bolivia, 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 secao Arachis é diploide (2n=2x=20), trés sao
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 caracteristicas cromossémicas, diferentes genomas foram designados para
secdo Arachis A, B, D, F, K e G. A maioria das espécies apresenta simetria cariotipica e
foram atribuidas 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 numero basico de cromossomos x=10, morfologicamente semelhantes, com
compatibilidade de cruzamento, gerando hibridos férteis, pareamento cromossémico e
estrutura cariotipica regular (Pehaloza e Valls, 1997). As espécies representantes desse
genoma s&o caracterizadas pela presenga de um pequeno par cromossdmico, 0s
cromossomos "A". Esses cromossomos tém a metade do tamanho dos demais e
apresentam um padrao diferencial de condensagdo durante a prometafase, além de uma
grande banda heterocromatica na regido centromérica (Seijo et al., 2004). Em geral, as
espécies com genoma A sdo cariotipicamente homogéneas, com padrdes semelhantes de
distribuicdo da heterocromatina (Robledo e Seijo, 2010).

As demais espécies com cariétipos simétricos tém sido tradicionalmente atribuidas
ao grupo de genoma “B” (ou genoma nao-A) porque nao apresentam os "cromossomos A".
Estas espécies sdo mais diversificadas em suas formulas cromossémicas e padroes 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
ribossémico (rDNA) e detecgédo de heterocromatina (Robledo e seijo, 2010). As espécies A.
benensis e A. trinitensis agora sao classificadas como tendo um genoma F, e A. batizocoi,
A. cruziana e A. krapovickasii, um tipo de genoma K. Estes dois genomas tém bandas
centroméricas na maioria dos cromossomos, diferindo umas das outras na quantidade e
distribuicao de heterocromatina (Moretzsohn et al., 2013).

Em geral, todas as espécies de genoma "A" podem produzir hibridos interespecificos
com espécies portadoras do mesmo genoma com viabilidade acima dos 25% (Krapovickas e
Gregory, 1994). Entretanto, o hibrido A. stenosperma x A. duranensis apresentou viabilidade
polinica de 20% (dados n&o publicados). Ja& as espécies incluidas no genoma “B’,
morfologicamente diversas, além de habitarem diferentes regides ecolégicas, o grau de
fertilidade de seus hibridos interespecificos varia desde completamente estéril (com menos
de 10% de viabilidade polinica) para quase completamente fértil (Krapovickas e Gregory,

1994; Valls e Simpson, 2005).
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Poliploidia e utilizagao de hibridos no melhoramento

Poliploidia é a presenca de dois ou mais conjuntos de cromossomos homologos de
um mesmo genoma (autopoliploide) ou diferentes genomas (alotetraploide) em suas células
somaticas (Comai, 2005; Chen, 2010). A poliploidia é bastante comum em plantas,
sugerindo um processo importante e estratégico na adaptacao, especiacao e evolugdo do
genoma (Foncéka et al.,, 2012a; Chao et al., 2013). Nas plantas, a poliploidia € mais
frequente entre as angiospermas, estimada entre 47% e 70% de poliploides (Ramsey e
Schemske, 1998).

Segundo Bondada et al. (2000), as folhas sao fisiologicamente mais ativas, com
maiores valores para fotossintese, condutancia estomatica e transpiracdo. Para diferentes
niveis de ploidia, Beck e colaboradores (2003), observaram que existe uma relacao inversa
entre a frequéncia de estdbmatos e o nivel de ploidia. Em adicdo as caracteristicas
estomaticas, outras caracteristicas como o numero de epidérmica células e tricomas,
desempenham um importante papel nos processos de trocas gasosas. A densidade de
estdmatos e células epidérmicas sdo importantes para determinar o tamanho e aparéncia
estomatica, como também o complexo estomatico (Bondada et al., 2000). Para isso faz-se
necessario calcular o indice estomatico, IE= [NE/(NC+NE)x100], que leva em consideragao
o0 numero de células epidérmicas (NC) e numero de estdbmatos (NE) determinados nas
observacgoes.

Enquanto algumas combinagdes intergendmicas mostram incompatibilidade hibrida e
reducao da adaptabilidade, outras mostram aumento do vigor. Dessa maneira, uma melhor
compreensdo dos mecanismos de poliploidia e vigor hibrido que ditam a origem do hibrido,
ajudara na manipulagdo dessas plantas formadas por hibridagao de diferentes estirpes,
variedades ou espécies (Chen, 2010; Kenan-Eichler et al., 2011). Além disso, € de grande
importancia também a sobrevivéncia do poliploide para manutencdo e perpetuagdo do
hibrido, sendo, portanto, de interesse particular quando se tenta compreender as
oportunidades e gargalos da especiagao (Kenan-Eichler et al., 2011). Entre as vantagens
pertinentes aos poliploides, estdo a heterose, que fornece mais vigor que os parentais, e a
redundancia génica, que protege os poliploides de efeitos deletérios e mutagdes (Comai,
2005).

Um autopoliploide é formado por uma duplicagdo do genoma dentro da mesma
espécie, ja um alopoliploide é derivado de hibridagao entre diferentes espécies, seguido por
duplicagdo cromossOmica ou fusdo de gametas ndo reduzidos entre espécies (Ranney,
2006; Madlung e Wendel, 2013). Tetraploides, podem ser auto ou alotetraploides. Em
alotetraploides, o pareamento cromossémico ocorre principalmente entre cromossomos
homodlogos e raramente entre cromossomos homedlogos derivados de diferentes espécies.
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Quanto maior a distancia genética entre os progenitores, menor a probabilidade de que os
hibridos interespecificos alotetraploides sejam formados, e a probabilidade de pareamento
cromossOmico homeodlogo reduz (Jackson e Chen, 2010). Por exemplo, em algodao
alotetraploide, os progenitores divergiram ha 7-8 milhdes de anos e os genes evoluiram de
forma independente em relagdo aos progenitores (Liu et al., 2001). J& em Brassica napus,
0s progenitores B. rapa e B. oleracea divergiram ha 3,5 milhdes de anos e estdo
intimamente relacionados. Como resultado, numerosos rearranjos cromossémicos sao
documentados em alotetraploides de Brassica ressintetizados (Gaeta et al., 2007).

De acordo com Madlung e Wendel (2013), o que McClintock propds em 1984,
quando definiu o termo “choque genémico” como surgimento de alteracdes estruturais no
genoma (translocagdes, inversdes, deficiéncias, duplicacdes), em resposta a hibridacao,
vem sendo repetidamente validado nas ultimas décadas por diversos autores em muitos
sistemas alotetraploides. Sendo assim, um alotetraploide é considerado um "hibrido
interespecifico duplicado”, e as espécies definidas de acordo com o seu grau de isolamento
pré elou poés zigético (Ramsey e Schemske, 1998). Isso pode ocasionar um gargalo
genético, como também levar a permanente fixacao de heterozigose e vigor hibrido como,
por exemplo, trigo (Triticum aestivum), canola (Brassica napus), algoddo (Gossypium
hirsutum) e amendoim (Arachis hypogaea)(Chen, 2010).

No caso do amendoim, a ocorréncia do evento de hibridacdo seguida de duplicagéo
genbmica, levou ao surgimento e isolamento reprodutivo da espécie alotetraploide A.
hypogaea (Burow et al., 2001). Esse distanciamento, associado a autofecundagéo, criou um
gargalo genético severo, com perda de alelos importantes contidos no pool génico primario.
Esse evento resultou em uma cultura com baixa variabilidade genética, que limita avangos
nos estudos de genética e progressos no melhoramento.

O conhecimento da variagao genética de acessos de amendoim é importante para a
sua utilizagdo eficiente em programas de melhoramento genético, para estudos sobre a
evolugdo das culturas, e para fins de conservagao (Moretzsohn et al., 2004). A introdugao de
novas caracteristicas por cruzamentos é uma rota atrativa para superar limitagbes genéticas
e introdugao de caracteristicas melhoradas na cultura.

Existem alguns obstaculos devido as plantas silvestres ndo serem agronomicamente
adequadas. Varios ciclos de retrocruzamento geralmente sdo necessarios para eliminar
genes/alelos indesejaveis dos genitores silvestres. E mesmo assim, alelos silvestres com
efeitos pleiotrépicos e com arraste de ligagao, podem reduzir o desempenho agronémico da
descendéncia a partir do cruzamento de cultivar x silvestre (Leal-Bertioli et al., 2012). A
variabilidade observada nas espécies silvestres segue na mesma linha de tetraploides
sintéticos e hibridos diploides. Como observado em experimentos com anfidiploides e

autotetraploides a partir do uso de colchicina no ICRISAT, onde notou-se que hibridos F1
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entre A. batizocoi e A. cardenasii apresentaram poucas flores e curto periodo de
florescimento; e hibridos de A. magnha com A. duranensis ou vice-versa com habito de
crescimento arbustivo, ndo observado em quaisquer outras combinacbes utilizadas
(Malikarjuna et al., 2011).

A utilizagao direta de parentes silvestres diploides em cruzamentos compativeis com
o0 amendoim para ampliar a base genética e introduzir caracteristicas agronomicamente
Uteis, ndo é um processo facil, devido as diferencas de ploidia. As pesquisas com a
utilizacdo de hibridos 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 hibrido 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 hibrido triploide estéril resultante foi posteriormente duplicado
com colchicina, originando um anfidiploide fértil, denominado TxAG-6 com notada
resisténcia a doencas e extensivamente utilizado nos programas de retrocruzamento de
amendoim.

Nessa mesma linha de pesquisa, para simular a formacdo do amendoim, Favero
(2004; Favero et al., 2006) realizou cruzamentos entre espécies diploides de genomas A, B
e K e gerou hibridos estéreis, que foram tetraploidizados para serem cruzados e
retrocruzados com A. hypogaea a fim de recuperar os caracteres do cultigeno.
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 combinagdes
poderdo constituir uma populagao variavel de tetraploides de amendoim, sugerindo uma
nova fonte de A. hypogaea (Mallikarjuna et al., 2011).

A utilizagédo de sucessivos cruzamentos e utilizagao de hibridos no melhoramento do
amendoim permitiu o desenvolvimento da primeira cultivar portadora de resisténcia a
nematoide da raiz, denominada COAN. Essa cultivar foi desenvolvida a partir da
identificacdo e transferéncia de segmentos de resisténcia da espécie silvestre de amendoim,
A. cardenasii. Logo depois, foram desenvolvidas as cultivares nemaTAM e Tifguard (Nagy et
al., 2010). Para obté-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 hibridos,
foram entdo denominados de BatDur1, BatDur2 e BatSten1, respectivamente (Leal-Bertioli

etal., 2014).
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Tolerancia ao déficit hidrico

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 alteragdes induzidas pelo suprimento insuficiente de agua tém sido
analisadas tanto em populacdes, planta/planta, quanto bioquimica e molecularmente
(Benesova et al., 2012).

As plantas possuem diversas estratégias para lidar com condicbes de seca
prolongada. O fendmeno de tolerancia a seca € complexo e poligénico, baseado em varias
caracteristicas herdadas, como por exemplo, o uso eficiente de agua e conservacgao, além
de mecanismos de tolerancia a desidratacao celular (Manjulatha et al., 2014). Em fungao
disso, estudos em diferentes culturas para tolerancia a seca tém sido desenvolvidos, como
em caupi (Belko et al., 2012), milho (Benesova 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 hidrico é a
diminuicdo da transpiracao causada pelo fechamento parcial ou completo dos estématos,
frente a baixa disponibilidade de agua. Porém, o fechamento de estématos afeta né&o
apenas a transpiragcdo, mas também outros processos, como a absor¢cdo de CO, pelas
folhas, que esta intimamente ligado ao controle de perda de dgua dos estdmatos (Benesova
et al., 2012; Songsri et al., 2013).

A distribuicdo das raizes, a densidade de comprimento radicular, maior area foliar
especifica (SLA) e maior concentracdo de clorofila tém sido uteis para a selegdo de
caracteristicas mais adequadas a condi¢des de seca (Upadhyaya et al., 2011; Songsri et al.,
2013).

Como a poliploidia altera bioquimicamente e também influencia na eficiéncia
fotoquimica da planta, € interessante conhecer o status dos pigmentos fotossintéticos
(clorofila A, clorofila B, clorofila total e carotenoides totais) nos genétipos. Além das analises
ja citadas, a leitura do conteudo de clorofila pelo medidor SPAD (SCMR) reflete o teor de
clorofila por unidade de area foliar. Genétipos com altos valores de SCMR e baixos valores
de SLA, sugerem uso eficiente de agua, podendo ser utilizados nos programas de
melhoramento (Nigam e Aruna, 2008). A comparagdo com a quantificagdo de pigmentos
fotossintéticos pode ajudar a corroborar os resultados iniciais de SCMR.

Outra caracteristica putativa é a limitagao da taxa de transpiragdo sob alto DPV
(déficit de pressao de vapor atmosférico) (Devi e Sinclair, 2011), corroborada em
experimentos com gendtipos tolerantes de feijao caupi sob condi¢gdes de seca e sob alto
DPV (Belko et al., 2012). O amendoim é tolerante a condi¢cdes de déficit hidrico, mas secas
prolongadas e recursos limitados de agua, restringem a producdo sustentavel da cultura,
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geram estresse na planta e, consequente, causam perdas de qualidade e produtividade
(como reducdo no numero e tamanho das sementes, baixo conteudo de 6leo, composigao
de acidos graxos dentre outras) (Kottapalli et al., 2013). Estima-se que a seca seja
responsavel por perdas no valor de 500 milhdes de ddlares na producéo anual de amendoim
(Sun et al., 2013).

Avancos na gendbmica oferecem ferramentas para o melhoramento assistido por meio
da identificac&o e introgressao de regides gendmicas associadas com tolerancia a seca para
o desenvolvimento de cultivares mais tolerantes, usando selegdo assistida por marcadores
(SAM) (Varshney et al., 2009; Ravi, et al.,, 2011). No entanto, a abordagem tradicional no
melhoramento do amendoim para tolerancia a seca tem sido lenta, devido a raridade de
alelos para esse carater no germoplasma da cultura (Bhatnagar-Mathur et al., 2007; Sun et
al.,, 2013). O estudo de espécies silvestres de Arachis podera fornecer caracteristicas
relacionadas a melhores respostas para condigdes de seca, com possibilidades de
introgressao para o material cultivado (Sun et al., 2013). Uma rota promissora para a
introgressdo de caracteristicas € a utilizagdo de alotetraploides sintéticos a partir de
espécies previamente selecionadas para caracteristicas de interesse. Esses tetraploides
sintéticos sao usados para superar as barreiras reprodutivas, além de permitirem a analise
em todo o genoma da transmissdo da cromatina entre os silvestres e a espécie cultivada
(Foncéka, et al., 2009).

Visando ao desenvolvimento de cultivares tolerantes, os programas de
melhoramento tém aplicado durante os ultimos anos, diversas estratégias para isolar fatores
envolvidos em respostas a seca e a outros fatores de estresses bibticos e abiodticos. Quanto
a tolerancia a seca, a busca de genes tem sido importante para a agricultura moderna, que
requer a identificacao e validagdo de genes candidatos (Pruthvi et al., 2013). Além disso,
nos ultimos anos, muitos genes que conferem resisténcia a seca foram introgredidos em
cultivares, como por exemplo os genes do fator de transcrigdo da conjunto DREB/CBF, uteis
no desenvolvimento de cultivares importantes (Sun et al., 2013) como o amendoim, com
plantas transgénicas, que expressam proteinas DREB1A conduzidas pelo promotor rd29A
de A. thaliana (Bhatnagar-Mathur et al., 2007).

Nodulagao

A simbiose entre leguminosas e bactérias do solo, chamadas Rhizobium, € uma das
mais importantes interagdes benéficas planta-micrébio (Yokota e Hayashi, 2011) e se
distinguem pela caracteristica de formacao de estruturas denominadas nodulos no sistema
radicular da planta. Dentro dos nodulos, bacterioides diferenciados fixam nitrogénio

atmosférico a formas reduzidas, que sao incorporadas pela planta (Bogino et al., 2010). O
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processo simbidntico de fixagdo de nitrogénio € um caminho ‘natural’ para fornecer
nitrogénio as culturas. Um importante género de rizobio 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 nédulos da raiz. As
leguminosas mais comuns, soja, ervilha, feijdo, dentre outras, que sdo todas plantas
cultivadas, pertencem ao subconjunto Papilionoideae, em que 90% das espécies
apresentam nodulacdo (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 nitrogénio, a formacao de nédulos excessiva pode ser prejudicial, uma vez
que rizobios fixadores de nitrogénio nos ndédulos consomem uma quantidade consideravel
de carbono fixado pela fotossintese. Para lidar com este problema, leguminosas utilizam
uma regulacao por feedback negativo para a formagao de nédulos (Yokota e Hayashi, 2011).

As raizes 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 proteina regulatoria de transcricdo bacteriana
NodD, que por sua vez induz outros genes de nodulagdo (Fabra et al., 2010). Os produtos
desses genes estao envolvidos na sintese e secreg¢ao dos principais sinais de nodulagéo de
rizobios, chamados fatores Nod (NF). Os fatores Nod causam alteragbes morfoldgicas nos
pélos radiculares em leguminosas e levam a infec¢do, nodulagédo e fixagdo simbidtica de
nitrogénio (Fabra et al., 2010).

O aumento da salinidade do solo representa um dos principais entraves para a
agricultura em terras aridas e semi-aridas, onde a deficiéncia de nitrogénio mineral também
€ uma caracteristica frequente dos solos. A fixagao do nitrogénio biolégico por leguminosas
pode constituir uma alternativa econdbmica, competitiva e sustentavel para adubacao
quimica (nitrogénio mineral) para o cultivo de amendoim em &areas sob condi¢cdes de
salinidade moderada (El-Akhal et al., 2013).

Resisténcia a ferrugem (Puccinia arachidis Speg.)

A ferrugem, causada pelo fungo Puccinia arachidis Speg. e a mancha-preta, causada
pelo Phaeoisariopsis personata Ber. e MA Curtis, sdo doengas do amendoim
economicamente muito importantes, podendo causar juntas perdas de 50-70% na produgao
da cultura, quando nao controladas (Subrahmanyam et al., 1985; Holbrook, et al., 2011).

Puccinia arachidis produz pustulas alaranjadas (uredinio) na superficie abaxial dos
foliolos que ao se romperem expdem uredinidésporos na cor castanho-avermelhada. Essas

estruturas sao favorecidas por temperaturas entre 20-28°C, alta umidade relativa deixando
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as folhas umidas (Kelly et al., 2012) e provocam rapidamente a necrose e o ressecamento
das folhas, que tendem a permanecer ligadas a planta, aumentando a perpetuacéo do
patdgeno, infecgdo e severidade da doenga (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 6leo das sementes, podendo afetar a produtividade (Khedikar et al.,
2010; Tashildar et al., 2012).

Embora essa doenga possa ser controlada por fungicidas, a adogcédo de cultivares
resistentes é considerada a melhor abordagem para controlar estas doencas. Para isso,
estudos de resisténcia a manchas foliares e ferrugem sugerem que a resisténcia a essas
doencas é poligénica, complexa e, provavelmente controlada por genes recessivos (Dwivedi
et al.,, 2002; Mace et al., 2006; Leal-Bertioli et al., 2010). A identificacido de fontes e
mecanismos de resisténcia a ferrugem se tornam pré-requisitos para o sucesso nos
programas de melhoramento genético (Dwivedi et al., 2002).

O conhecimento da variagao genética é importante para a sua utilizacao eficiente em
programas de melhoramento genético, estudos sobre a evolugao das culturas e para fins de
conservacao (Moretzsohn et al., 2004). Esse fato tem aumentado o interesse na busca por
resisténcia tanto no pool génico de A. hypogaea (Dwivedi et al., 2002) como no pool génico
segundario do género (Foncéka et al., 2009) com o desenvolvimento de populagcbes de
mapeamento para diferentes caracteristicas de interesse e indentificagdo de locus de
caracteristica quantitativa (QTL).

A segregacao obtida a partir da fenotipagem e caracterizagdo dessas populagdes
proporciona o0 desenvolvimento de mapas de ligagdo, sobretudo por marcadores
microssatélites ou SSR, os quais permitem que informacdes de diferentes mapas sejam
acumuladas, ajudando a confirmar a ordem das ligagdes e fornecendo informagdes sobre a
evolugdo do genoma de espécies relacionadas (Moretzsohn et al., 2009). Embora ja
existissem marcadores identificados, como RAPD (J71300 e J71350) e SSR (pPGPseq4A05
e gi56931710) ligados a um gene que confere resisténcia a ferrugem no amendoim (Mondal
et al., 2007; Mondal et al., 2012), o primeiro grande QTL de resisténcia a ferrugem foi
relatado associado ao marcador dominante IPAHM 103 (Khedikar et al., 2010) e
posteriormente com saturagdo da regido novos marcadores codominantes (GM2079,
GM1536, GM2301) foram associados e confirmaram com maior acuracia o efeito desse QTL
em linhagens de amendoim cultivado (82.20% PV), podendo ser usados na selecdo

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

Geral

Avaliar as caracteristicas morfoldgicas foliares, agronémicas, fisiolégicas e
fitopatolégicas de espécies silvestres, tetraploides sintéticos e cultivares de Arachis e

identificar regides gendmicas que codificam para caracteristicas de interesse agronémico.

Especificos

e Avaliar o efeito da tetraploidizacdo em espécies de Arachis quanto ao numero e
tamanho de estébmatos, células epidérmicas e tricomas nas epidermes foliares;

¢ Investigar, por meio de descritores agronémicos, a influéncia da ploidia na arquitetura
das plantas;

e Avaliar o efeito da tetraploidizacdo em caracteristicas relacionadas a tolerancia a
seca e eficiéncia fotossintética: condutancia estomatica, SLA, SCMR e pigmentos foliares;

¢ Identificar genodtipos com caracteristicas potenciais de tolerancia a seca passiveis de
uso no melhoramento genético do amendoim;

o Avaliar tetraploides sintéticos e parentais diploides para resisténcia a ferrugem
(causada pelo fungo Puccinia arachidis);

e Selecionar as melhores combinacdes entre os tetraploides sintéticos para resisténcia
a ferrugem;

¢ Identificar, a partir de uma populagdo de mapeamento Fg para o genoma B, QTLs de

resisténcia a ferrugem.
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Capitulo 1: Caracterizacdo do efeito da tetraploidizacdo em caracteres

morfoldgicos foliares, fisioldgicos e respostas fitopatoldgicas de Arachis

spp.

Introducgao

Acredita-se que a poliploidia forne¢a vantagens distintas ao desenvolvimento de
caracteristicas agronomicamente importantes, pois, além da multiplicagdo do genoma ja ser
uma vantagem evolucionaria, confere aos poliploides maiores taxas de sobrevivéncia e
adaptagado no estabelecimento inicial de populag¢des (Beest et al., 2012). Ha a percep¢ao
geral de que a elevacao no nivel de ploidia aumenta a taxa de crescimento e a biomassa
nos hibridos, 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
enzimaticas e é frequentemente acompanhado por alteragdes na morfologia, fenologia e
fisiologia (Hao et al., 2013) e/ou na ecologia em uma ou poucas geragbes, gerando
individuos que podem lidar com alteragbes ambientais e até superar seus parentais
(Mayrose et al., 2010). A ideia de que poliploides podem ser mais tolerantes em condigbes
de estresse (seca, frio, calor e condi¢cdes de baixo conteudo nutricional) que seus genitores,
pode ser uma consequéncia das alteragbes gendmicas apds a poliploidizagdo (Visser e
Molofsky, 2015).

Além de alteragdes metabdlicas em nivel celular, os poliploides exibem uma série de
alteracdes macroscopicas em crescimento e desenvolvimento (Hergaty et al., 2013). A
andlise da densidade de células epidérmicas, indice estomatico (IE), tamanho dos
estdmatos e densidade de tricomas de folhas auxilia na melhor compreensao das diferencas
no comportamento fisiolégico. Normalmente, os poliploides exibem estdmatos maiores, em
menor densidade, com menor potencial osmotico, epiderme foliar mais espessa (Hao et al,
2013), maior altura do eixo central (AEC), maior numero de folhas e de ramos laterais
(Zahedi et al., 2014).

A poliploidia provoca gargalos genéticos, isolamento reprodutivo e especiagao
(Hegarty et al., 2013). Devido a diferenca de ploidia, a espécie A. hypogaea tornou-se
reprodutivamente isolada dos seus parentais diploides, provocando o estreitamento da base
genética ao longo da evolugéo e a perda de alelos importantes para a agricultura (Leal-
Bertioli et al., 2012). Sdo encontrados niveis baixos de resisténcia no pool génico primario,

porém, o pool génico secundario que compreende especies silvestres diploides da secéo
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Arachis, representa uma importante fonte de novos alelos (Foncéka et al., 2012a). Assim,
estudos para caracterizagdo de gendtipos silvestres tém sido conduzidos buscando fontes
de resisténcia aos diferentes estresses. Portanto, é possivel que espécies silvestres
contenham genes que possam conferir melhor desempenho em condi¢gdes limitantes de
agua (Leal-Bertioli et al., 2012). Para fornecer melhores caracteristicas relacionadas com
tolerdncia a seca, a introgresséo via alotetraploides sintéticos € 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 € um dos principais fatores limitantes na producao da agricultura (Zong et al.,
2013), a resposta da planta a seca é muito complexa e o grau de tolerancia varia entre as
diferentes espécies e gendtipos. Como as caracteristicas podem mudar devido a
tetraploidizacdo, é necessario avaliar as plantas diploides e tetraploides.

Plantas cultivadas em areas propensas a seca podem ter varios mecanismos
adaptativos eficientes que facilitam a sobrevivéncia sob condigcbes de estresse (Pruthvi et
al.,, 2013). A ocorréncia de alteracbes morfolégicas e fisioldogicas pode levar a alguma
adaptagdo para a tolerancia (Nautiyal et al., 2008), provocando nas plantas o
desenvolvimento de mecanismos de escape, prevenc¢ao, ou tolerdncia para minimizar a
exposicao ao estresse e restabelecer o crescimento e a produtividade (Dang et al., 2013).

Diferentes critérios tém sido utilizados para a selegcdao de amendoins tolerantes a
seca. Plantas que apresentam mecanismos de escape terdo caracteristicas de maturagcao e
florescimento precoces. Como mecanismos de prevengao, podem apresentar camadas de
ceras mais espessas, maior quantidade de pélos, sistema radicular maior ou mais profundo
(Jongrungklanga et al., 2011), caracteristicas fisiologicas, uso eficiente da agua, maior
conteudo relativo de agua, baixa area foliar especifica (SLA), além de alto potencial
osmotico e mecanismo de tolerdncia que envolve a indugdo de genes do sistema de
protecdo de plantas para sobrevivéncia, que podem limitar a produtividade (Dang et al.,
2013).

Seguindo o modelo proposto por Passioura, em 1977, para trigo, a variagdo da
produtividade de amendoim sob condi¢des limitadas de agua, pode ser atribuida a trés
componentes: taxa de transpiragcdo (TR), eficiéncia de transpiracdo (TE) (matéria seca
produzida por unidade de tempo) e a relagdo do peso de vagens totalmente secas
(Passioura e Angus, 2010). No entanto, é dificil medir a TE, por ser uma caracteristica
fisiologicamente complexa. Alguns estudos indicam que a area foliar especifica (SLA) e a
leitura de clorofila da planta com SPAD (SCMR), que séo faceis de medir, sdo altamente
correlacionadas com TE, além de apresentarem consideravel variagdo genética no

amendoim (Nigam e Aruna, 2008).
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Assim, a capacidade de sustentar o desenvolvimento e o crescimento sob déficit
hidrico é importante para as cultivares comerciais (Devi e Sinclair, 2011), uma vez que a
seca causa perdas acima de 6,7 milhdes de toneladas na producao anual de amendoim no
mundo (Devi et al., 2010). Além disso, a descoberta de que gendtipos com baixo SLA tém
maior capacidade fotossintética por unidade de area foliar, fortaleceu ainda mais a ideia de
usar baixa SLA como critério de selecao 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 as condi¢des limitantes de agua
(Ravi et al., 2011).

Robledo e Seijo (2010) destacam que importantes caracteristicas como tolerancia a
seca e diferentes intervalos de ciclos de vida, sdo encontradas nos silvestres passiveis de
uso nos programas de introgressao do amendoim. Para facilitar a introgressao e cruzamento
com A. hypogaea anfidiploides sintéticos tém sido produzidos (Simpson et al., 1993; Favero,
2004; Santos, 2012). Entretanto, como observado anteriormente, a tetraploidizacdo pode
modificar caracteristicas anatdémicas e fisioldgicas, observadas nas espécies diploides (Leal-
Bertioli et al.,, 2012). Essas caracteristicas quando relacionadas com tolerancia a seca,
interferem nas respostas adaptativas da cultura aos estresses abioticos. Portanto, a
utilizagdo de hibridos tetraploides ou anfidiploides € uma alternativa para estudar os efeitos
dessas caracteristicas apds a tetraploidizagdo no cultigeno. Porém, essas observagbes
foram feitas para apenas um gendétipo (Leal Bertioli et al., 2012), sendo necessario avaliar
em outras combinagdes genotipicas para melhor elucidar os efeitos da poliploidia nesses
caracteres.

Dentre os fatores bidticos, existem as doencas fungicas foliares. A ferrugem
(causada pelo fungo Puccinia arachidis Speg.) e a mancha-preta (causada pelo
Phaeoisariopsis personata Ber. e MA Curtis), sdo doengas do amendoim e economicamente
muito importantes, podendo causar juntas, perdas de 50-70% na produgdo da cultura
(Holbrook et al., 2011; Subrahmanyam et al., 1985).

O fungo P. arachidis produz uredinios que ao se romperem expdem 0S
urediniésporos (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 patdégenos
foliares (Mehan et al., 1994). Os mecanismos de resisténcia a P. arachidis incluem o
aumento no tempo entre inoculagéo e erupgao das pustulas e redugdo na frequéncia da
infecgdo (Subrahmanyam et al., 1982; Mehan et al., 1994).

Devido a sua importdncia econdmica, tem sido dada maior atengdo ao
desenvolvimento de medidas de controle quimico. No entanto, essas medidas ndo so6

aumentam o custo de produgédo, como também aumentam o risco para seguranga alimentar
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e poluicdo 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 resisténcia a manchas foliares e ferrugem sugerem que a
resisténcia a essa doenga é poligénica, complexa e, provavelmente controlada por genes
recessivos (Dwivedi et al., 2002; Mace et al., 2006; Leal-Bertioli et al., 2010). A identificagado
de fontes e mecanismos de resisténcia a ferrugem sao pré-requisitos para 0 sucesso nos
programas de melhoramento genético (Dwivedi et al., 2002). Recentes avangos na
genbmica de culturas facilitam a identificacdo de marcadores moleculares associados com
caracteristicas alvo, podendo ser utilizados para selecionar linhagens superiores em
programas de melhoramento (Varshney et al., 2014).

Neste sentido, projetos de pré-melhoramento no Brasil tém buscado identificar
espécies ou acessos de Arachis resistentes as principais pragas da cultura, realizar
cruzamentos entre espécies resistentes de diferentes genomas, duplicar cromossomos de
hibridos diploides estéreis obtendo-se os tetraploides sintéticos que podem ser cruzados
com o amendoim. Os programas de pré-melhoramento da cultura visam a geracao de
populacdes de plantas com caracteristicas agrondmicas similares ao amendoim e também

com genes que expressem resisténcia, identificados em espécies silvestres.

Objetivos

e Avaliar o efeito da tetraploidizacdo em espécies de Arachis quanto ao numero e
tamanho de estdbmatos, células epidérmicas e tricomas nas epidermes foliares;

¢ Investigar, por meio de descritores agrondmicos, a influéncia da ploidia na arquitetura
das plantas;

e Avaliar o efeito da tetraploidizagdo em caracteristicas relacionadas a tolerancia a
seca e eficiéncia fotossintética: condutancia estomatica, SLA, SCMR e pigmentos foliares;

¢ Identificar gendtipos com caracteristicas potenciais de tolerancia a seca passiveis de

uso no melhoramento genético do amendoim;
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Material e Métodos

Material vegetal, experimentos e condigbes 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 vegetacdo na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia-DF, sob condi¢des controladas. As sementes foram germinadas em papel germitex,
com 1,5% de Ethrel (2-chloroethylphosphonic acid) para quebrar a dorméncia e 1:2 de
Thiram® e agua, para prevenir contaminacao fungica. Apés 24h acondicionadas em camara
de germinagéo a 24°C, as sementes foram transferidas para vasos de 14cm de didmetro 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 gendtipos crescem em ritmos diferentes, eles foram
plantados em épocas diferentes: os gendtipos silvestres, que apresentam crescimento mais
lento, foram os primeiros a serem plantados; apdés duas semanas foram plantados os
tetraploides sintéticos, e, apds quatro semanas, foram plantados os gendtipos cultivados.

Foram analisadas: 1) alteragbes na arquitetura geral das plantas: Altura do eixo
central, area foliar total (TLA), area foliar especifica (SLA), numero de ndédulos/grama de raiz
(NOD), peso seco da parte aérea (PA) e peso seco da parte radicular (PR); 2) alteragbes
nas estruturas morfolégicas foliares: dimensdes e densidade de células epidérmicas,
tricomas e células-guarda dos estématos, nas faces abaxial e adaxial da epiderme foliar das
amostras; 3) alteragbes fisiolégicas: valores de SCMR (SPAD chlorophyll meter reading),
teores de clorofilas A, B, A+B e carotenoides totais e taxa de transpiragcado por area foliar
(medida indireta de condutancia estomatica) sob diferentes DPVs (déficit de presséo de
vapor); e 4) efeito de resposta fitopatolégica: sendo avaliada a resposta para tamanho e
numero de lesdes a infec¢cdo causada pelo fungo Puccinia arachidis, causador da ferrugem

foliar.

Caracteristicas gerais das plantas

Para caracterizacao das plantas, as avaliagdes foram feitas em plantas adultas apds
trés meses de germinacgao, sob irrigagdo em casa de vegetacado e dez repeticbes de cada
genotipo. Foram feitas as seguintes avaliagbes:

. Altura do eixo central (EC)

. Area foliar total (TLA)
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o Frequéncia de nodulag&o/grama de raiz (NOD)
o Peso seco da parte aérea (PA)

o Peso seco da parte radicular (PR)

A altura do eixo central foi medida utilizando régua milimetrada. Para determinagao
da area foliar total, todas as folhas foram destacadas, escaneadas (com resolucdo de
300dpi) e as imagens foram analisadas com o auxilio do software Quant®1.0.1 (Vale et al.,
2001) para calcular a area foliar total da planta em cm?. A medida da area foliar por planta
foi o somatério da area de todas as folhas da planta.

Para determinacdo da nodulacdo/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 agua corrente e foram
contados os noédulos de cada raiz. As partes separadas foram acondicionadas em estufa a
80°C por 72h. Apds a secagem, foram determinados os pesos secos de cada parte em
balanca analitica de precisdo. Os valores de peso seco foram utilizados para estimar a

razdo da frequéncia de nédulos/grama de raiz para cada genétipo.

Avaliagéo da estrutura morfolégica da epiderme foliar

Foi estudada a organizagdo morfolégica da epiderme foliar de sete espécies
diploides, seis alotetraploides sintéticos e quatro cultivares de amendoim (Tabela 1).

Para dissociagdo de estruturas epidérmicas foliares, foi utilizado o ter¢co médio de
dois foliolos direitos do 3° ou 4° n6 de folhas adultas, expandidas e viaveis, de quatro
individuos de cada gendétipo. As amostras foram coletadas e fixadas em solugdo de etanol
70% : acido acético : formaldeido (18:1:1, v/v) (FAA) a 4°C por 24h. Foram ent&o incubadas
em etanol 70%, até completa despigmentacao do material (Figura 1).

Para analise da epiderme, utilizou-se o método modificado de dissociacdo de
Franklin (1945), por meio do uso de peréxido de hidrogénio 30% e acido acético glacial (1:1,
v/v) a 45°C por 72h (Berlyn e Miksche, 1976). As dissocia¢des epidérmicas foram montadas
em glicerol 100%, observadas em microscépio Zeiss Axiophot Keiss, e as imagens obtidas
com o auxilio do software AxioVision. Os caracteres avaliados foram: indice estomatico
(IE=n° de estbmatos/(n° de estbmatos + n° de células epidérmicas)x100), densidade de
células epidérmicas (numero de células/mm?), densidade de tricomas (numero de

tricomas/mm?), dimensdes (um) e densidade de estdmatos (nimero de estdmatos/mm?).
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Figura 1. Procedimento de coleta, fixagdo e armazenagem do material para dissociagdo epidérmica
de gendtipos de Arachis.(A) Condigbes das plantas no momento da coleta; (B) modelos de corte nos
foliolos de Arachis e (C) apods fixacdo em solugdo 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 gendtipo, cobrindo uma area total de 4,59mm? por gendtipo (Figura 2).

Figura 2. Método de dissociacdo de Franklin (1945), modificado por Berlyn e Miksche (1976) aplicado
nos gendtipos estudados em ambas as superficies epidérmicas foliares: abaxial e adaxial. Em (A)
destaque com seta vermelha para o fragmento foliar apdés despigmentacdo e processo de
dissociacao; (B) lamina permanente montada em glicerol 100% com uma das superficies epidérmicas
foliares; (C) e (D) faces abaxial e adaxial, respectivamente, da epiderme foliar com setas indicando
estdmatos (vermelhas), tricomas (azuis) e células epidérmicas (verdes).
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Tabela 1. Lista dos gendtipos utilizados e seus respectivos genomas e indices de ploidia.

Espécie Acesso/Cultivar Identificacdo | Ploidia | Formula Gendmica | Origem/Local de Produgao
A. batizocoi Krapov. & W.C. Gregory K9484 Bat-K9484 | on=2x=20 KK Parape/Bolivia
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 Salta/Argentina
Parentais A. duranensis Krapov. & W.C. Gregory SeSn 2848 Dur-SeSn2848 | 2n=2x=20 Salta/argentina
Silvestres A. villosa Benth V12812 Villo-V12812 | 2n=2x=20 Bella Unién/Uruguay
A. ipaénsis Krapov., W.C. Gregory & C.E. Simpson K30076 Ipa-K30076 | 2n=2x=20 BB Gran Chaco/Bolivia
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/Bolivia
(A. batizocoi x A. stenosperma)® (K9484xV10309)** Batsten 2n=4x=40 KKAA UCB* - Brasilia/Brasil
(A. batizocoi x A. duranensis SeSn2848)* (K9484xSeSn2848)™ |  BatDur2 | on=4x=40 KKAA UCB?* - Brasilia/Brasil
Tetraploides (A. batizocoi x A. duranensis)™ (K9484xV14167)™ BatDur1 | 2n=4x=40 KKAA UCB* - Brasilia/Brasil
Sintéticos (A. ipaénsis x A. duranensis)™ (KG30076xV14167)* |  IpaDur1 2n=4x=40 BBAA UCB* - Brasilia/Brasil
(A. ipaénsis x A. villosa)™ (KG30076xv12812)* |  IpaVillol | 2n=4x=40 BBAA UCB* - Brasilia/Brasil
(A. gregoryi x A. stenosperma)® (V6389xV10309)* GregSten1 | 2n=4x=40 BBAA UCB* - Brasilia/Brasil
A. hypogaea subsp. fastigiata IAC Tatu-ST Ah-Tatu | 2n=4x=40 AABB UCB?* - Brasilia/Brasil
A. hypogaea subsp. hypogaea IAC Runner 886 Ah-Runner | 2n=4x=40 AABB Campinas/Sao Paulo
Cultivares —
A. hypogaea subsp .hypogaea Caiap6 Ah-Caiapb | 2n=4x=40 AABB Campinas/Sao Paulo
A. hypogaea subsp . fastigiata BR-1 Ah-Br1 2n=4x=40 AABB Campinas/Sao Paulo

*Universidade Catolica de Brasilia
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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 trés meses de idade. Foram registradas quatro medidas
realizadas em cada foliolo da segunda folha completamente expandida de quatro folhas do
eixo central e/ou lateral em oito repeticdes por gendtipo e feitas as médias aritméticas.
Apenas as plantas saudaveis foram avaliadas, e foi tomado cuidado para evitar nervuras e
areas afetadas por insetos ou deficiéncia nutricional.

Para medir SLA (area foliar especifica), as folhas avaliadas para SCMR foram
embebidas em agua por pelo menos 2 horas para atingirem completo turgor. Em seguida,
as folhas foram escaneadas e a area 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 area foliar especifica (SLA) foi estimada como a razdo da éarea foliar e o peso
seco expressa em cm? g-1.

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

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

Para medir a quantidade de pigmento de clorofila e carotenoides por unidade de area
foliar, seguiu-se o protocolo descrito por Coate et al. (2012) com modificagbes. Foram
homogeneizados trés discos congelados de 1cm de didmetro de folhas frescas,
separadamente, utilizando um pistilo de plastico em nitrogénio liquido em tubos de 1,5mL,
depois misturados em vortex com 500uL de acetona 80% fria, e em seguida acondicionados
a 4°C over night no escuro. Na manha seguinte, cada tubo foi agitado em vértex novamente
para expor quaisquer pigmentos precipitados para a solugdo de acetona, depois foi
centrifugado a 18000xg durante 15 minutos a 4°C. Foram realizadas leituras em trés
diferentes diluicdes: 1:0, 1:2 e 1:10, num volume de 100uL por amostra, além de triplicata de
branco/controle para cada genétipo. As amostras foram montadas em placas tipo Elisa para
leitura com absorbdncia medida em 663nm, 647nm e 470nm, utilizando um
espectrofotdbmetro e espectrofluorbmetro para leitura de placas e cubetas - fluorescéncia
uv/vis absorbancia (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 quantificacdo do conteido de
pigmentos fotossintéticos: Clorofila a — CloA; Clorofila b — CloB; Clorofila total a+b — CloAB, além de
carotenoides totais em diferentes diluigbes distribuidas nas colunas (diluicdo 1:0, colunas de 1-3;
diluigdo 1:2, colunas 4-6 e diluigdo 1:10, colunas 7-9. Colunas 10-12, foram usadas com agua para
controle das amostras) e diferentes genoétipos distribuidos nas linhas de A-H (silvestres, tetraploides
sintéticos e cultivares).

As formulas de Lichtenthaler (1987) foram utilizadas para estimar as concentragbes
[ug/mL] de clorofilas a e b, individualmente, bem como a clorofila total (a + b), como seguem
as férmulas, Clorofila a (CloA): (ug.gMF™") = [(12,25.A663) — (2,79.A647)] . V (volume da
amostra utilizado); Clorofila b (CloB): (ug.gMF™") = [(21,50.A647) — (5,10.A663) . V; Clorofila
a+b (ClIoAB): (ug.gMF™") = (7,15.A663) + (18,71.A647) . V; e para carotenoides totais (Cx+c:
xantofilas e B-caroteno), utilizada a formula descrita em Minocha et al. (2009), onde: Cx+c=
[(1000.A470) - (1,8.CloA) - (85,02.CloB)/198)] . V.

Transpiragao/area foliar (TR/AF)

Como medida indireta de condutancia estomatica, foi avaliada a transpiragcdo por
area foliar (TR/AF) em alto PDV (pressdo 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 modificagdes. As
plantas foram avaliadas em casa de vegetacdo. Para cada gendtipo, foram utilizadas oito
repeticdbes. Um dia antes do experimento os potes foram completamente irrigados,

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

45



agua, os potes foram envolvidos por sacos plasticos em torno do caule da planta, para
prevenir a evaporacao de agua pela superficie do solo durante o experimento.

A transpiracao foi estimada gravimetricamente. Os potes foram pesados em balanga
de precisdo, entre as 7h e 19h, com intervalo de 1h sob diferentes déficits de pressao de
vapor (DPV). O tempo de transpiragdo da planta (TR, gH,O planta™ x h™") foi calculado como
TR=(P,,— Pn+1), Onde P é o peso dos potes gravados nos tempos consecutivos. Ao final do
experimento, apos a ultima pesagem, as plantas foram reidratadas em condi¢des de campo
e no dia seguinte, separadas as folhas do caule e escaneadas, para estimar a area foliar
total de cada planta, pelo software Quant e estimar a transpiragao por unidade de area foliar
(TR, gH,O g" x foliar P x h™) para se obter uma estimativa da razdo TR/AF entre os
genotipos.

O DPV atmosférico foi calculado usando a temperatura do ar e umidade relativa,
gravados por sensores posicionados na casa de vegetacdo. Onde, DPV=((100-RH)/100 x
VPsat) € UR(%) é a umidade relativa e VP¢, € a presséo de vapor saturada (kPa) retiradas a

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

Resposta fitopatoldgica ao fungo Puccinia arachidis Speg.

A fenotipagem para resisténcia a P. arachidis (ferrugem) foi realizada
com seis tetraploides sintéticos, genitores, além de cultivares como controles suscetiveis.
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
algodao umedecido no peciolo mantidas em uma placa de Petri para, assim, permanecerem
vivos os tecidos e o metabolismo por um longo periodo.

O ind6culo foi proveniente de folhas de A. hypogaea subsp. fastigiata cultivar Tatu,
suscetivel, plantada em casas de vegetacdo na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. A partir desse in6culo, foi feita uma suspensao de esporos, na concentragao
de 10°/mL em Tween 20 [0.5%]. Essa suspensao foi inoculada na superficie abaxial das
folhas e acondicionadas em camara de crescimento, numa temperatura de 26-28°C com
fotoperiodo de 10h de luz e 14h de escuro. Durante as primeiras 48h, as placas foram
seladas com parafilme para aclimatagédo do complexo planta/patdgeno. Foram utilizadas oito
repeticbes (folha/placa) de cada gendtipo e a avaliagdo do bioensaio ocorreu no 25° dia
apos a inoculagao (DAI), levando em consideragao o periodo de incubagédo, numero de
lesbes e area lesionada (mm?) por area foliar total (mm?).

O indice de suscetibilidade foi calculado usando a escala de Savary et al. (1989),
com as seguintes modificagdes: indice era o numero de lesdes vezes um ndmero que

refletia o tamanho da lesdo/reacdo. | = [ (s*n)/LA, em que s=o tamanho da les&o (1 = lesdo
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necrética abortado, 2 a 6 = rompido, pustulas esporuladas, variando entre 0,5 - 3 mm de
diametro), n = numero de lesdes de um determinado tamanho , LA = area foliar (mm?). A
esporulacao foi avaliada com o auxilio de um microscoépio estereoscopico. A area foliar foi

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

Analise estatistica

A analise dos dados foi realizada no programa estatistico R. Primeiramente, a
analise dos dados teve por objetivo normatizar as avaliagbes por meio de analises
descritivas (mediana, quartil inferior e quartil superior). Na sequéncia da analise
estatistica, foi feita a comparacao dos grupos/conjuntos (parentais, tetraploides
sintéticos e cultivares). Para uma avaliacdo da qualidade dos agrupamentos obtidos
foi utilizado o coeficiente de Silhueta, em inglés silhouette, proposto por (Rousseeuw,

1987), que subsidia na escolha de um numero 6timo de grupos e permite visualizar

graficamente os agrupamentos. E uma medida que combina coesdo e separagéo

dos objetos. Também foi usado o teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis

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

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

analise em questao. Para melhorar a compreensao dos dados, foi atribuida ao teste
de Kruskal-Wallis a correcdo de Bonferroni, aplicavel em qualquer situagao onde se
deseje efetuar varios testes de hipoteses/intervalos de confianga e pretende controlar

o nivel de significancia/grau de confianga global.

Assim, esse teste é utilizado na comparacido de trés ou mais amostras
independentes. Ele nos indica se ha diferenga entre pelo menos duas delas. Logo, é
indicado quando as amostras ndo provém de populagcdes com distribuicdo normal, ou
quando as varidncias sdo muito heterogéneas. Assim, os dados ndo precisam ser
distribuidos normalmente, mas as distribuicdes das amostras devem ser semelhantes entre
si (Levin, 1985; Fowler e Cohen, 1990). Essa analise foi realizada para todas as variaveis
nos seis conjuntos de anfidiploides testados e em todas as analises o nivel de significancia
adotado foi de 0,05.
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Resultados

Caracteristicas gerais das plantas

Foi observada uma alteracdo para todos os alotetraploides sintéticos, nas
caracteristicas gerais. Amendoim tem arquitetura “em leque (ramos alternados)’ e as
espécies silvestres diploides usadas nesse trabalho, possuem habito 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 carater peso seco
da parte aérea - PA (g), dentre os tetraploides sintéticos, BatDur1 e GregSten1 [K9484 x
V14167]* e [V6389 x V10309]* respectivamente, foram os que tiveram valores maiores,
sem diferengas significativas quanto as cultivares Ah-Runner e Ah-Caiapo (Figura 5A e 5E)
na analise dentro de cada conjunto.

O peso seco da parte radicular (g) — PR, mostrou que dentre os sintéticos,
GregSten1 apresentou 0 maior peso seco, comparavel com os das cultivares (Figura 6E). Ja
o sintético BatSten1, diferente da maioria dos sintéticos, ndo apresentou valores maiores
que seus parentais. Para esse carater, seus valores foram mais similares das cultivares Ah-
BR1 e Ah-Tatu, sem nenhuma diferenca estatistica quanto ao seu parental masculino Sten-
V10309 (Figura 6B).

Para area foliar total (cm?) — TLA, com excegdo dos sintéticos BatDur2 e IpaVillo1,
que foram similares aos parentais (Figuras 7B e 7F), os demais apresentaram uma area

foliar total muito similar as cultivares (Figura 7).
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Figura 4. Gréficos em BoxPlot para a variavel 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-
Caiap6, Ah-Runner e Ah-Tatu.
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Figura 5. Graficos em BoxPlot para a variavel 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-Caiap6, Ah-Runner e Ah-Tatu.
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Figura 6. Graficos em BoxPlot para a variavel 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-Caiap6, Ah-Runner e Ah-Tatu.
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Figura 7. Graficos em BoxPlot para a variavel
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area 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-
Caiap6, Ah-Runner e Ah-Tatu.

Para o carater nodulacao/grama de raiz (NOD), a tendéncia seguiu as demais
variaveis estudadas. Os sintéticos apresentaram caracteristicas mais direcionadas para os
gendtipos cultivados. Para esse carater, os sintéticos IpaDur1 e BatDur1, foram os mais
préximos das cultivares e os acessos de A. duranensis Dur1-V14167 e Dur2-SeSn2848,

foram os silvestres com maior frequéncia de nédulos em condi¢des locais (Figura 8).
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Figura 8. Frequéncia de nédulos de rizobios/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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Avaliagéo da estrutura morfolégica da epiderme foliar

Foram observadas alteracbes em todos os alotetraploides sintéticos. Para a face
abaxial, percebeu-se que a variavel comprimento de estbmatos foi uma das mais
informativas e que melhor refletiu a diferengca entre gendtipos, sendo a maior responsavel
pela separagao dos genodtipos em diploides e tetraploides (Figura 9).

As dimensdes estomaticas foram semelhantes em ambas as superficies foliares de
todos os gendtipos, mas foram levemente maiores na superficie abaxial. As dimensoes
estomaticas aumentaram apds a tetraploidizacéo induzida em todos os gendtipos avaliados.
Consequentemente, em todos os casos de tetraploides induzidos a densidade de estématos
foi menor do que os parentais diploides e de todos os genétipos de amendoim.

A tetraploidizacdo 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 exceg¢ao a esse carater foi o sintético
BatSten1 na face abaxial. (Figura 10).

Os valores de indice estomatico (IE) abaxial foram geralmente mais baixos para
diploides do que para os cultivados e apresentaram pouca variagdo entre genétipos com o
mesmo nivel de ploidia. Os |IEs para tetraploides sintéticos foram os menores em todos os
casos estudados, bem como para o carater densidade de tricomas (numero de

tricomas/mm?2), com pouca variagao nos tetraploides sintéticos.
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Figura 9. Graficos em Box Plot para avaliagdo do comprimento de estbmatos 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-
Caiap6 e Ah-Runner.
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Figura 10. Grafico em Box Plot para avaliagdo da densidade de células epidérmicas (numero de
células/mm?) 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-Caiapé e Ah-
Runner, como controles).

Considerando a influéncia da densidade estomatica (DE) na variacdo do indice
estomatico (IE), a correlagdo de Pearson entre essas duas variaveis mostrou-se positiva e
fortemente correlacionadas com R?=0,6136 (p=0,05%) para os tetraploides sintéticos (Figura
11A) e R?=0,4896 (p=0,05%) para os silvestres diploides (Figura 11B). A correlacéo entre
essas duas variaveis - (IE) x (DE), mostra que para o indice estomatico, 61% e 49% da
variacdo observada nos sintéticos e silvestres, respectivamente, sdao explicadas pela
densidade estomatica.

Os resultados mostram que a poliploidia provocou aumento das estruturas, evento
conhecido como “gigantismo”, tornando esses componentes, tais como estdmatos, células
epidérmicas e até mesmo tricomas, maiores que dos parentais e muito semelhantes ao
padrao da cultivar Ah-Runner (Figura 12).

Densidade de tricomas foi maior na superficie abaxial de todos os gendtipos.
Nenhuma correlagao clara foi observada entre ploidia e densidade de tricomas, porém
grande variagao foi encontrada entre as espécies diploides (0,90 £ 2,29/mm? em Dur-
V14167 na face adaxial para 39,21 + 8,10/mm? em Sten-V10309 na face abaxial), mas nao
houve variagédo significativa entre cultivares de amendoim. Principalmente os tetraploides

sintéticos apresentaram valores de densidade de tricomas semelhantes a um dos pais,
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geralmente o parental materno; no entanto na superficie 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 caracteristicas morfolégicas analisadas na face abaxial, quando
avaliados para o conjunto de gendtipos individualmente (parental 1, parental 2, sintético e
cultivar), tais como densidades de células epidérmicas, densidade de tricomas e densidade
estomatica, os tetraploides sintéticos diferiram de seus parentais diploides, aproximando-se
do gendtipo tetraploide cultivado (A. hypogaea). Como observado nos graficos em Boxplot

para IpaDur1 (Figura 13). Este comportamento se aplica para os demais conjuntos.
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Figura 11. Correlagdo de Pearson com significancia (p) de 0,05% entre as variaveis indice estomatico
(IE) e Densidade Estomatica (DE — Numero de estdmatos/mm?) para tetraploides sintéticos (A) e
silvestres diploides (B).
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Figura 12. Superficie abaxial do conjunto IpaDur1 capturados em microscépio Axiophot. (A) Silvestre diploide Arachis ipaénsis (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 estématos em um. Escala de 100um.
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Figura 13. Gréaficos em Box Plot para caracteristicas morfolégicas foliares na superficie abaxial do
conjunto IpaDur1: sintético IpaDur1 (IxD) - [K30076 x V14167]4X, parentais — A. ipaénsis (lpa), A.
duranesis (Dur) e cultivar Runner IAC-886 (Runner). (A) Densidade de células epidérmicas (numero
de células/mm?), (B) densidade de tricomas (numero de tricomas/mm?) e (C) Densidade estomatica

(numero de estdmatos/mm?2).
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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 clusterizacdo para caracteres abaxiais confirmou os resultados vistos
anteriormente. Como exemplo, o sintético IpaDur1 [KG30076 x V14167]*, provaveis
parentais do amendoim, mostra a tendéncia observada para todos os conjuntos. Formagao
de dois grupos relacionados com o nivel de ploidia: diploides (parentais) e tetraploides
(hibridos) (Figura 14).

4x,
Sintético [KG30076 x V14167] parentais e cultivar

jinlavei.g si
Dur1
Diploides 1: 2| 0.98
Ipa
xD
Tetraploides 2: 2084
Runne
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Silhouette width s;

Average silhouette width : 0.91

Figura 14. Agrupamento para o conjunto IpaDur1, com tetraploide sintético - (IxD) [KG30076 x
V14167]4X, parentais diploides — A. duranensis (Dur1), A. ipaénsis (Ipa) e cultivar — Runner IAC-886
(Runner), pelo método de clusterizagao por Silhouette para todas as caracteristicas avaliadas na face
abaxial. Comprimento de estématos (Comp), indice Estomatico (IE), Densidade de estébmatos
(Est.mm?), Densidade de células epidérmicas (Cel.mm?) e Densidade de tricomas (Tric.mm?). Com
coeficiente de 0.91.
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Dentre as diferengas 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
analise de componentes principais (PCA), todas as caracteristicas analisadas na face
abaxial para o conjunto IpaDur1 (Figura 15), separaram os genoétipos em dois grupos
relacionados ao nivel de ploidia. Essas andlises se aplicam aos demais conjuntos

estudados.

PCA

Tetraploides
Diploides P

Tric.mm?

PC2 (19.26%)
0
|

PC1 (65.36%)

Figura 15. Analises de Componentes Principais (PCA) para diploides e tetraploides do conjunto
IpaDur1 (Ipa-K30076, Dur-V14167, IpaDur1, Ah-Runner e Ah-Tatu), com todas as caracteristicas
estudadas na superficie abaxial foliar: Comprimento de estématos (Comp), indice Estomatico (IE),
Densidade de estdbmatos (Est.mm?), Densidade de células epidérmicas (Cel.mm?) e Densidade de
tricomas (Tricomm?). Os gendtipos silvestres estdo identificados nas cores verde e amarelo e
tetraploides sintéticos nas cores azul e roxo.

Para os caracteres morfolégicos na face adaxial dos foliolos, também se aplicou
analise estatistica multivariada, pela analise dos componentes principais (PCA). Foi possivel
identificar os gendtipos silvestres, cultivares e tetraploides sintéticos, bem como separa-los
de acordo com o nivel de ploidia (tetraploides e diploides) com base em padrbes especificos
de variabilidade, contribuindo com a identificagdo da divergéncia genética contida nos
genotipos, que tiveram 84% da variagdo total explicada pelos componentes principais
(Figura 16).
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Figura 16. Analises de Componentes Principais (PCA) para diploides e tetraploides do conjunto
IpaDur1 (Ipa-K30076, Dur-V14167, IpaDur1, Ah-Runner e Ah-Tatu), com todas as caracteristicas
estudadas na superficie adaxial foliar: Comprimento de estématos (Comp), indice Estomatico (IE),
Densidade de estdbmatos (Est.mm?), Densidade de células epidérmicas (Cel.mm?) e Densidade de
tricomas (Tric.mm?). Os tetraploides sintéticos estdo identificados pela cor azul, cultivares pela cor
verde (ambos tetraploides) e silvestres pela cor amarela (diploides).

Para as analises realizadas na face adaxial (PCA e Kruskal-Wallis), houve uma
tendéncia de agrupamento por nivel de ploidia, como observada na face abaxial, mas
também uma tendéncia para o tipo do gendtipo: silvestre, cultivar e sintético. Além disso,
percebemos que para a densidade das estruturas foliares, células epidérmicas e tricomas, a
incidéncia na superficie adaxial foi muito menor que na superficie abaxial (Figuras 17A e
17B), exceto para densidade estomatica (DE), a qual foi maior na face adaxial para todos os
gendtipos, com excecgao 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 niumero de
tricomas em ambas as superficies foliares (Figura 17B). Considerando que essa estrutura
esta diretamente relacionada com alguns estresses, Gonzales 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. Comparacao de densidades de células epidérmicas (A) de tricomas (B) e estomaticas (C)
entre as superficies abaxial e adaxial.

Para o indice estomatico (IE), ndo foi possivel observar nenhuma formagéao nitida de
grupos, pois houve pouca variagao entre os genotipos (silvestre, cultivar e sintético) sem
nenhuma correlagao com o efeito da tetraploidizagdo, com excecéo de IpaDur1, que teve o
IE reduzido. Mas podemos destacar que, para essa variavel, os sintéticos apresentaram os

menores valores entre os tipos de gendtipos estudados.

SCMR (leitura do teor de clorofila) e SLA (area foliar especifica)

Quando analisados de acordo com o tipo do gendtipo — 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 proximos dos cultivados,
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enquanto que para os diploides silvestres, os valores foram menores. No entanto, para a
area foliar especifica (SLA) ndo houve variacédo estatistica quando avaliados pelo tipo de
gendtipo — cultivar, sintético e silvestre (Figura 18), bem como, de maneira geral, quando

avaliados em conjuntos (parentais, sintético e cultivar) (Figura 19).
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Figura 18. Variagédo do teor de clorofila (SCMR) (A) e area foliar especifica (SLA) (B) nas diferentes
classes (cultivares, sintéticos e silvestres) de gendétipos de Arachis spp analisados.

Quando analisados esses grupos separadamente, dentre os conjuntos formados -
parentais, sintéticos e cultivares, os gendtipos mostraram diferencas significativas para
valores obtidos para SCMR e alguns para SLA apds o processo de tetraploidizagéo.

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 ndo permite uma boa discriminacdo de médias, mas os tetraploides
sintéticos ndo parecem mostrar diferencas significativas entre um dos parentais diploides
(Tabela 1/anexo).

Para os conjuntos dos sintéticos BatDur2, BatDur1 e GregSten1, ndo houve
diferencga significativa entre os gendtipos para analises de SLA (Figuras 19A, B e E). Para os
demais conjuntos, foram observadas diferencas significativas entre os gendtipos (Figura
19C, D e F). Para o conjunto IpaDur1, o sintético ndo apresentou nenhuma similaridade
estatistica com o parental materno Ipa-K30076, mas apresentou semelhangca com seu
parental masculino Dur1-V14167 e nenhuma diferenga estatistica com as cultivares Ah-
Caiapé 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 diferenca significativa com as cultivares Ah-Caiap6é e Ah-Runner (Figuras
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19F). Diferentemente dos demais sintéticos, no conjunto BatSten1, o sintético néo
apresentou nenhuma diferenga estatistica com o parental masculino, Sten-V10309, e
apresentou similaridade tanto com o parental feminino, Bat-K9484-2, quanto com a cultivar
Ah-Runner-2, ndo sobrepondo nenhum dos genétipos (Figura 19C).

A variacdo 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-
Caiapo) (Tabela 1/anexo).

Para as analises de SCMR, no conjunto BatDur1, o alotetraploide sintético diferiu dos
demais gendtipos, porém, com semelhanga estatistica entre as cultivares Ah-BR1 e Ah-
Runner (Figura 20A). Para o conjunto BatDur2, o alotetraploide sintético foi estatisticamente
diferente de todos os gendtipos, 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 gendtipos, superando estatisticamente seus parentais (Figura 20C). Para
GregSten1, a variacdo de SCMR, mostrou que o sintético diferiu significativamente dos
parentais (ambos, Greg-V6389 e Sten-V10309, sem nenhuma diferenga entre eles), porém
foi similar a cultivar Ah-Caiap6 (Figura 20D). Assim como no conjunto IpaVillo1, onde o
sintético foi estatisticamente diferente dos parentais e estatisticamente similar a cultivar Ah-
Caiap6 (Figura 20F). Para IpaDur1, a analise 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. Gréaficos em Box Plot para a variavel area foliar especifica (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-
Caiap6, Ah-Runner e AH-Tatu.
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Figura 20. Graficos em BoxPlot para a variavel 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-
Caiap6, Ah-Runner e AH-Tatu.

Especialmente para os conjuntos BatSten1, IpaDur1 e IpaVillo1, quando comparados
os valores de SCMR e SLA, percebe-se uma tendéncia inversamente proporcional entre as
analises. Enquanto aumenta a leitura de clorofila pelo método SCMR, diminui a area foliar

especifica, nos mesmos genotipos (Figura 21).

68



SCMR - Bat x Sten1 SLA - Bat x Sten1

(o}
o
o g B
n
o
o
(3]
o
<
SCMR SLA§
(=]
32]
o
o
N
o
N o
©
o
T T T T T T T T
Ah-Runner2  Bat-K9484-2 BatSten1 Sten-V10309-2 Ah-Runner2  Bat-K9484-2 BatSten1 Sten-V10309
Genotinos Genotinos
SCMR - Ipa x Dur1 SLA -lpa x Dur1
8
o
<
SCMR
3 SLA
& 1
8 3 :
T T T T T T T T T T T T T T
Ah-Br1 Ah-Caiapo ~ Ah-Runner  Ah-Tatu  Dur-V14167 Ipa-KG30076  IpaDur1 Ah-BR1 Ah-Caiapo  Ah-Runner Ah-Tatu  Dur-V14167 Ipa-KG30076  IpaDur1
Gendtipos Genotipos
SCMR - Ipa x Villo1 SLA -lpa x Villo1
% -
g -
| ' } SLA
SCMR3 : ; : :
: N i 3 N
g |
B ] 3
< N
T T T T T T T T T T T T T T
Ah-Br1 Ah-Caiapo  Ah-Runner Ah-Tatu  Ipa-KG30076 IpaVillo1  Villo-V12812 Ah-BR1 Ah-Caiapo  Ah-Runner  Ah-Tatu Ipa-KG30076 IpaVillo1 Villo-V12812

Genotinos Gendtinos

Figura 21. Comparacéo entre leitura do teor de clorofila (SCMR) e éarea foliar especifica (SLA) dos
conjuntos de tetraploides sintéticos que apresentaram variagdo 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-Caiap6, Ah-Runner e AH-Tatu.

Quando a andlise em boxplot é feita comparando sintéticos e cultivares (ambos
alotetraploides), o sintético BatSten1 ndo apresentou nenhuma diferenga estatistica com as
cultivares Ah-Br1 e Ah-Runner. Ja GregSten1, BatDur1 e BatDur2 apresentaram
semelhangcas com as cultivares, e IpaDur1 diferiu de todos os genotipos (Figura 22)

apresentando os menores valores.
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Ah-Br1 Ah-Caiapo Ah-Runner Ah-Runner-2 BatDur1 BatDur2 BatSten1 GregSten1 IpaDur1 IpaVillo1
Genotipos

Figura 22. Comparacdo 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-Caiapd, 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 semelhanca entre sintéticos, cultivados e silvestres (Figura 23D).
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Figura 23. Comparacéao do teor de pigmentos fotossintéticos pelo método extrativo entre os tipos de
genotipos de Arachis estudados — cultivados, sintéticos e silvestres. Teor de clorofila a (A), teor de
clorofila b (Ei), teor de clorofila total a+b (C) e teor de carotenoides totais — xantofilas e B-caroteno (C)
em ug.gMF .

Todos os alotetraploides testados, BatDur1, GregSten1, IpaDur1 e

apresentaram significativamente mais clorofila a, clorofila b e carotenoides por area foliar do

IpaVillo1

que seus respectivos parentais diploides, comparaveis com os valores dos gendétipos
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 minimo de
24,5% do sintético IpaDur1 em relagdo a cultivar Ah-Runner e maxima de 103.77% em
relacdo ao parental Dur1, o conteudo 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 anadlise é feita em nivel de conjuntos, BatDur1, GregSten1, IpaDur1 e
IpaVillo1 foram muito semelhantes e em alguns casos, sem nenhuma diferenga estatistica
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 nivel de ploidia, inclusive, de seus parentais diploides (Figura 25).

Para o teor de clorofila A, os sintéticos BatDur1, GregSten1, IpaDur1 e IpaVillo1 se

destacam por apresentar valores muito similares aos materiais cultivados, diferindo

72



estatisticamente de seus parentais silvestres (Figura 26). Dentre os controles, os gendtipos
da cultivar A. hypogaea subsp. hypogaea, a cv Runner-IAC 886, foi o controle que obteve as
maiores concentracdes de clorofila a, superando as demais cultivares de A. hypogaea

subsp. hypogaea (IAC-Caiapd) e A. hypogaea subsp. fastigiata (BR-1 e IAC-Tatu).
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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-Caiap6 e A. hypogaea subsp.
fastigiata cv IAC-Tatu.

Quando comparamos os valores para clorofila total e SCMR, percebemos uma
tendéncia de alteragédo conjunta para os valores. No entanto, no conjunto BatSten1, para os
valores de clorofila total, o tetraploide sintético ndo superou os parentais, ocorrendo uma
sensivel redugado dos valores, fato ndo observado para SCMR e para os demais conjuntos

(Figura 27).
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Analisando de modo geral, todas as caracteristicas relacionadas com fotossintese,
observou-se a formagao de dois grandes grupos (tetraploides e diploides), seguindo a
tendéncia observada em outras andlises como no heatmap (Figura 28), especialmente para
conteudo de clorofila total (a+b) e area foliar total (TLA), que aumentaram de acordo com a

ploidia, porém, sem variagdo para o conteudo 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-Caiap6 e A. hypogaea subsp. fastigiata cv IAC-Tatu.
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Figura 27. Comparagéo entre os teores de Clorofila total (a+b) e SCMR para os conjuntos Batxsten1
e IpaxDur1. (A) Conteudo de clorofila total (a+b) para o conjunto BatSten1, (B) Leitura do teor de
clorofila (SCMR) para o conjunto BatSten1; (C) Conteldo 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-Caiap6 e A. hypogaea subsp. fastigiata cv IAC-Tatu.
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Figura 28. Heatmap gerado a partir de valores de clorofilas a, b, a+b, carotenoides, SCMR, area foliar
e area 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 repetigcbes

provenientes de andlises diferentes.
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Transpiragao/area foliar (TR/AF)

A relagéo da taxa de transpiragao (TR) pela area foliar (AF) para esses gendtipos em
condigbes de alto DPV foi utilizada como avaliagao indireta da condutancia estomatica. Esse
experimento mostrou diferengas quanto ao nivel 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 transpiragdo dos genétipos de Arachis analisados mostrou que a
razao TR/AF dos tetraploides sintéticos, tende a ser mais alta que a de seus parentais
diploides (Figura 29).
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Figura 29. Curva de transpiragdo (TR) por area foliar (AF) — TR/AF dos gendtipos 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 as
condigdes de seca (maior DPV), com as maiores TR/AFs nos periodos 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 variacao
(Figura 30).
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Figura 30. Curva de transpiracdo por area 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 transpiracdo dentro de cada conjunto, vemos que 0s
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 razdo TR/AF do sintético superou os parentais e os
controles (Figura 31A) assim como no conjunto BatSten1 (Figura 31B). Ja o sintético
BatDur1 foi o que apresentou os menores valores de TR/AF durante a analise, inferior ao

controle Ah-Runner e mais préximo ao seu parental paterno Dur1-V14167 (Figura 31C).
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IpaVillo1 [K30076 x V12812]** parentais e cultivares A

4.5 8.0
4.0
35
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

- 7.0

- 6.0
g |paVillo1

- 5.0
i \/ill0-V/12812
e |pa-KG30076

- 4.0

- 3.0 e Ah-Tatu

- 2.0 e Ah-Runner
L 1.0 @+ DPV
0.0

TR, gH,0 g x foliar P x h-!

& F O B E 8
N\ B\ &Q‘ ,\Q‘ & &Q‘ ,\Q‘ &Q‘ &Q‘ ,\Q‘ /\Q‘

Z
7

%

%

BatSten1 [K9484 x V10309]4x parentais e cultivares

4.5 8.0

7.0

- 6.0

e BatSten1
e—fi— Bat-K9484
g Sten-V10309
- 3.0 e Ah-Tatu

- 5.0

- 4.0

L 2 === Ah-Runner

ceee@-ee DPV

TR, gH,0 g x foliar P x h-!

- 1.0

0.0
P N AN O AN A
o\ N L&KL AN A AT AT

BatDur1 [K9484 x V14167]* parentais e cultivares C
3.0 8.0

7.0

- 6.0

F 5.0 e==g= BatDur1

—— -
30 Dur1-V14167

e AD-Tatu
20
ceee@eee DPV

TR, gH,0 g x foliar P x h-!

- 1.0

0.0
&

P N R OIS
o\ O E K

Figura 31. Curva da relagdo da taxa de transpiragédo (TR) pela area foliar (AF) — TR/AF, dos conjuntos
IpaVillo1 (K30076 x V12812)4x (A) e do conjunto BatSten1 (K9484 x V1 0309)4" e BatDur1 (K9484 x
V14167)4" (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. ipaénsis, A.
villosa, A. batizocoi e A. stenosperma, vemos que eles ndo se sobressairam quanto a
transpiracdo, mantendo taxas baixas de TR/AF, com destaque para A. batizocoi (K9484)
com taxas mais baixas no periodo das analises. Porém, vale salientar que ambos os
acessos de A. duranensis (V14167 e SeSn2848) e A. gregoryi foram os genotipos com
maior TR/AF apds o pico mais alto de DPV (Figura 32).

Silvestres diploides
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Figura 32. Curva de transpiragao (TR) das espécies silvestres diploides (parentais), analisados sob
alto DPV (linha preta) com cultivar Ah-Tatu como controle.

Resposta fitopatolégica ao fungo Puccinia arachidis

O tempo para o crescimento fungico e detecgédo de sintomas nas folhas destacadas
variou de acordo com a suscetibilidade do genétipo ao patdgeno. Com excegao das
cultivares-controles e de uma das espécies silvestres (A. ipaénsis), todos os outros
gendtipos 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. ipaénsis K300876 mostrou-se suscetivel ao fungo
Puccinia arachidis baseado no escore das pustulas na area 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]* e IpaDur1 [Ipa-K30076 x Dur1-
V14167]* IpaDur1 e para A. hypogaea. Esses gendtipos foram os Gnicos que se mostraram
suscetiveis, inclusive mais do que o controle positivo a cultivar Ah-Runner (Figura 33), os

quais foram todos consistentes quanto a auséncia ou presenga de sintomas, sendo
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considerados suscetiveis. Os demais tetraploides sintéticos mostraram-se resistentes a

acgao patogénica do fungo.
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Figura 33. Grafico em BoxPlot para analise comparativa de suscetibilidade a ferrugem (causada pelo
fungo P. arachidis) do conjunto de dados Ipavillo1. Ipa (espécies A. ipaénsis acesso K30076 -
parental materno), Ipavillo (tetraploide sintético), Runner (A. hypogaea - cultivar controle) e Villo (A.
villosa acesso V12812 - parental paterno).

Quando as duas variaveis sao analisadas separadamente (andlise univariada), a
média dos gendtipos ndo difere em relagdo as variaveis periodo de incubagédo e I/AF

(indice/area foliar), conforme mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Média + Desvio Padrdo para a I/AF e incubagdo. *Estatisticas baseadas no modelo linear
generalizado, onde atribuiu-se distribuicdo Gamma para I/AF e distribuicdo Normal para Incubagéo.

I/AF Periodo de Incubagao
KG30076xV12812 269+257a 14.71+£2.70 a
Runner 1.61+2.13a 171+3.75a
Estatistica* LR=1.19, P-valor= 0.27 LR=3.35, P-valor=0.07

Ao analisar as duas variaveis agindo conjuntamente (andlise de componentes
principais), os dois gendtipos continuam estatisticamente iguais. Adicionalmente, a ACP

mostrou que I/AF e periodo de incubagdo sao inversamente proporcionais. Como os
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genotipos s&o iguais quanto a expressdo de I/AF tanto no contexto univariado como no
contexto multivariado, partiu-se para uma analise de regressao, desconsiderando o efeito
dos gendtipos.

Ao juntar os dois gendtipos, com 72% de explicacdo (R?), o modelo de regressao
permitiu descrever o I/AF em funcio de incubacéo, no qual o aumento de uma unidade de
medida no periodo de incubacgao diminui em 3,47 unidades na medida de I/AF. Espera-se
que cada unidade de medida de periodo de incubacao gere I/AF de 31,008. A Figura 34

mostra essa correlagao.

Periodo de Incubacio

Figura 34. Correlagdo entre I/AF e periodo de incubagédo, segundo o modelo de regressao linear
quadratico.
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Discussao

Caracteristicas gerais das plantas

Quando avaliada a area foliar total das plantas, os anfidiploides de maneira geral
superaram seus parentais. Segundo Hegarty et al. (2013), esse fato é devido ao provavel
efeito da heterose, causado pela natureza hibrida dos sintéticos. Porém, as principais
caracteristicas avaliadas nesses genotipos sao atribuidas ao efeito da tetraploidizagao,
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 observagao interessante foi o progenitor masculino ter sido
mais evidente para alguns grupos, como IpaDur1 e BatSten1, na maioria das variaveis
analisadas, sugerindo uma contribuicdo genética maior que o progenitor feminino na
expressao desses caracteres, como nodulagcdo para lpaDur1, peso seco radicular para
BatSten1 e area foliar total para maioria dos sintéticos. Esses resultados foram previamente
obtidos por Leal-Bertioli et al. (2012), quando estudaram variagdes morfoldgicas e
fisiolégicas no tetraploide sintético IpaDur1, sendo agora expandidos esses estudos, para
outras combinacdes de tetraploides sintéticos.

A interagdo planta-rizébio é determinante para o bom desenvolvimento da planta e
fertilidade do solo, a partir da absor¢cdo de nutrientes essenciais as plantas (Dey et al.,
2004). De todas as espécies silvestres analisadas para niumeros de noédulos por planta
(raizes), A. duranensis acessos V14167 e SeSn2848 foram os genodtipos com maior
incidéncia de nédulos de rizébios/grama de raiz. Esses resultados sao ratificados pelo
trabalho de Chen et al. (2014), que mostra A. duranensis como hospedeiro preferido das
espécies de Bradyrhizobium. Esse carater também seguiu na linha dos tetraploides
sintéticos, nos quais as combinagdes que possuiam os acessos de A. duranensis como
parentais, estavam entre os que mais apresentaram incidéncia de ndédulos, como podemos
ver para BatDur1 e IpaDur1 (Figura 8). Este ultimo foi o sintético mais proximo da cultivar
Ah-Runner (A. hypogaea), que tem como parentais os provaveis genitores de A. hypogaea
(A. ipaénsis e A. duranensis). Esse comportamento sugere que essa combinagao, beneficia
a planta por possibilitar aumento de nitrogénio e fosforo no solo, influenciando no
comprimento de raiz, numero de vagens e numero de nédulos.

Essas estruturas podem possibilitar as plantas, bem como aos tetraploides sintéticos,
melhores condi¢gdes adaptativas e produtivas, como crescimento e maior absor¢cao de
nutrientes, ja que ndo se observa esse carater com alta incidéncia nos diploides. No entanto,

nao se conhece a causa exata da maior incidéncia nos tetraploides sintéticos. Portanto,

84



pressupde-se que novas combinacdes alélicas levam a novas vias metabdlicas e essas
induzem a origem de novas caracteristicas. Esses sao resultados preliminares, que ainda
precisam ser validados e corroborados com experimentos de linhagens puras (ja em

andamento).

Estruturas epidérmicas

Considerando que houve aumento de estruturas foliares nos tetraploides sintéticos,
quando comparadas aos seus respectivos genitores diploides, a andlise das estruturas
morfoldgicas foliares dos gendtipos demonstrou uma tendéncia de agrupamento em nivel de
ploidia. Quanto ao aumento estomatico, 0 mesmo comportamento foi observado por Zaedhi
et al. (2014) em plantas medicinais de Dracocephalum kotschyi induzidas a poliploidia por
colchicina e por Gantait et al. (2011) em gérberas poliploides, que observaram aumento
dessas mesmas estruturas estomaticas com o nivel de ploidia. Sabendo-se que
comprimento de estdbmato € considerado um indicador rapido para estimar a taxa de
poliploidia em muitas plantas (Beck et al., 2003), os resultados mostraram que a medida que
aumenta a ploidia nos acessos de Arachis estudados, aumenta o comprimento dos
estdmatos e diminui a densidade estomatica (DE). Logo, pressupde-se que reducdo da
frequéncia de estdmatos em relagao as plantas diploides, esta associado ao aumento no
tamanho dessas estruturas, por meio de mecanismos de compensag¢ao associados com a
expansao de células epidérmicas e/ou células-guarda (Beaulieu et al., 2008).

Quanto a densidade de estbmatos, 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 gendtipos de Spathiphyllum wallisii (lirio-da-
paz), respectivamente. Isso indica que no processo de evolugdo do amendoim, os
estdmatos se tornaram maiores, enquanto que o numero reduziu. Esses resultados sao
consistentes com as observagdes 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 varias espécies a condutancia estomatica maxima de vapor de agua
estd negativamente correlacionada com tamanho dos estdmatos. Quanto menor os
estdmatos, melhor e mais rapida sera a resposta (Franks e Beerling, 2009). Logo, a
coordenagdo entre tamanho e frequéncia de estdmatos € também uma caracteristica
importante para maximizar a eficiéncia do uso da agua em todos os ambientes (Padoan et
al., 2013).

Para as analises de indice estomatico (IE), ndo foi observada diferengca entre os

niveis de ploidia, indicando que o numero de células epidérmicas acompanhou as mudancas
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dos estdbmatos. Nesse sentido, Pompelli et al. (2010) afirmam, que entre as varias
caracteristicas de estdbmatos, a densidade estomatica bem como sua resposta as condicdes
ambientais, € um importante pardmetro eco-fisiolégico que afeta as trocas gasosas e
fotossintese. Consequentemente, a compreensdao dessas respostas nos processos
fisioloégicos, € de grande interesse para o melhoramento genético, que busca desenvolver

cultivares com melhores caracteristicas agrondmicas.

Medidas de pigmentos foliares

O efeito da poliploidia na fotossintese ainda nao esta bem elucidado, pois apesar de
todas as enzimas envolvidas no processo estarem presentes nos cloroplastos e as plantas
poliploides terem um grande numero de cloroplastos no mesdfilo, Caruso et al. (2013)
relatam taxas fotossintéticas similares entre plantas diploides e tetraploides.

Quando ¢ feita a correlacdo entre SCMR e LA, ha uma diferenga nos resultados,
aproximando-os do que é visto para os materiais cultivados, pois folhas mais espessas
geralmente tém densidade mais elevada de clorofila por unidade de area foliar e, portanto,
tém 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
graminea Panicum virgatum, em que o conteudo de clorofila foi aumentado do tetraploide
para o octaploide em 40-50%. Estudos iniciais em Arachis ndo mostraram aumento
significativo no conteudo de clorofila do anfidiploide IpaDur1 (Leal-Bertioli et al., 2012),
aproximando-se dos silvestres diploides. No entanto, quando a analise foi feita para outros
tetraploides sintéticos, foi observado um aumento do conteudo fotossintético em relagao aos
parentais, para todos os poliploides pelo método SCMR, positivamente correlacionado com
o conteudo 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
estacdo, o estado fisiolégico da planta, tipo de solo, etc., esses valores podem ser
comparados, apenas, em experimentos executados ao mesmo tempo, nas mesmas
condicoes.

Como a poliploidizagdo altera bioquimicamente e também influencia a eficiéncia
fotoquimica de uma planta, € interessante saber o status (quantidade dos diferentes tipos)
dos pigmentos fotossintéticos nos genétipos. Sabendo que leituras de SCMR refletem o teor
de clorofila por unidade de area foliar, a comparagdo com a quantificagdo de pigmentos
fotossintéticos pelo método extrativo, pode ajudar a corroborar os resultados iniciais de
SCMR. A avaliagdo de clorofila pelo método de Coate et al. (2012) com modificagdes,
demonstrou alteracbes de acordo com o nivel de ploidia, tanto no conteudo total de

clorofilas, quanto na concentragdo de clorofilas a e b, separadamente. O conteudo 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 nivel de ploidia foi estudado por Lagibo et al. (2005) em diferentes poliploides de
Violaceae, com variagdo na tolerancia a estresses ambientais. Os resultados confirmam o
que sugerem Warner e Edwards (1993), que alotetraploides apresentam uma variagao maior
de respostas para taxa fotossintética por unidade de area foliar. Resultados similares
também foram relatados em plantas tetraploides de Aloe vera L. (Li et al., 2002) e
Tanacetum parthenium L. (crisantemo) (Majdi et al., 2010) induzidas por colchicina. Estudos
sugerem que analises por fluorescéncia emitidas por clorofilas € uma técnica rapida e
confiavel para deteccéo e quantificacdo de pigmentos de tolerancia das plantas a estresses
ambientais, como temperatura (calor, frio, geadas), estresse hidrico (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 direcdo ao maior nivel de ploidia,
apresentando uma mesma tendéncia diante da tetraploidizacdo, além de combinar

gendtipos mais tolerantes com melhores caracteristicas estéticas (Lagibo et al., 2005).

Transpiragao/area foliar (TR/AF)

A conservagao de agua no solo, resultante da diminuigdo na condutancia estomatica,
sob condigbes atmosféricas de alto déficit de pressdo de vapor (DPV) é uma abordagem
possivel para maior tolerdncia das culturas sob déficit hidrico (Devi et al., 2010). Uma
possibilidade para as plantas é limitar a transpiracdo quando o DPV se torna elevado. Tal
comportamento é observado com o fechamento dos estOmatos, geralmente ao meio-dia,
quando a temperatura esta mais alta. Esta caracteristica tem o beneficio da conservacao da
agua no solo. Sem sensibilidade ao aumento do DPV, as plantas terdo continuamente taxas
crescentes de transpiragédo com o aumento do DPV (Devi e Sinclair, 2011).

Caracteristicas que controlam a retengao e o uso limitado de agua, normalmente
promovem o uso dessa agua retida no solo, para o crescimento vegetativo e enchimento de
graos (Belko et al., 2012). Outra caracteristica € a troca gasosa baixa durante periodos de
déficit de pressao de vapor (DPV) elevado, sob condi¢des limitantes de agua, os quais
reduzem a transpiragdo, levando a uma baixa TR nos gendtipos mais tolerantes a seca
(Devi et al., 2010). Ao submeter os gendtipos sob diferentes DPVs, foi observada uma maior
taxa de transpiracdo por unidade de area foliar pelos tetraploides sintéticos, quando
comparado com seus parentais diploides. Apesar do sintético BatDur1 ter como parental um
dos gendtipos 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 contribuicdo maior do parental materno (Bat-K9484) para
esse carater.

Embora estudos apontem que a area foliar reduzida, influencia na resposta de
tolerancia ao estresse hidrico, como observado em Caupi (Belko et al., 2012) e em
diferentes gendtipos de amendoim (Ratnakumar et al., 2009; Ratnakumar e Vadez, 2011), o
acesso Bat-K9484 apresentou uma AF intermediaria entre os diploides, porém foi o silvestre
mais eficiente, por responder com menor TR/AF as condi¢gdes impostas no experimento.
Resultados semelhantes foram obtidos por Ratnakumar et al. (2009), que ndo observaram
nenhuma relacao significativa entre absorcdo de agua do solo/area foliar em gendtipos de
amendoim nos primeiros dias apds imposicao de seca. Além disso, as combinagbes com
esse acesso (Bat-K9484) demonstraram resultados semelhantes, com baixa TR/AF, exceto
a combinacdo Batsten1 (K9484 x V10309)*, que foi um dos tetraploides sintéticos que
apresentaram maiores taxas de transpiracao por area foliar.

Considerando a importancia da SLA como reflexo da compensagao entre rapida
producdo de biomassa e eficiente conservagdo de nutrientes, nao foram observadas
diferencgas significativas entre a maioria dos genotipos estudados. No entanto, dentre as
conjuntos que apresentaram variagdo em SLA, a comparagédo dos gréaficos para SCMR e
SLA mostrou um aumento nos valores para SCMR inversamente proporcionais a SLA dentro
de cada conjunto, especialmente para a conjunto IpaDur1, provaveis parentais do
amendoim, mas também para a conjunto BatSten1, indicando um possivel resultado
semelhante ao que é observado na literatura (Vadez et al., 2014). Logo, pressupde-se que o
hibrido alotetraploide resultante, BatSten1, ndo teve uma boa capacidade de combinacéo,
com possivel ocorréncia de supressao dos alelos parentais, provocando o efeito da heterose
negativa no hibrido e comportamento inferior aos genitores.

De modo geral, percebeu-se que os tetraploides sintéticos estudados, apresentaram
modificagbes importantes com a poliploidizagdo, em caracteristicas relacionadas a seca
(Leal-Bertioli et al., 2012) e que o agrupamento dos genotipos a partir de variagdes na
TR/AF podem estar ocorrendo, devido a fatores dominantes que possivelmente controlam a
condutancia anatdbmica ou fisioldgica, resultando em taxas maximas de transpiragao (Devi et
al., 2010). Além disso, segundo Vadez et al. (2014) existe uma base hidraulica para as
diferengcas na respostas de transpiragdo sob alto DPV. Acredita-se que a auséncia de
algumas formas de aquaporinas, podem provocar a restricdo da transpiragédo em altos DPVs

(Devi et al., 2012), explicando a variagéo na TR/AF observada nos genétipos estudados.
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Resposta fitopatolégica ao fungo Puccinia arachidis Speg.

Em estudos de resisténcia em hibridos entre A. hypogaea e espécies silvestres de
Arachis, Dwivedi et al. (2002) observaram que a resisténcia a ferrugem parece ser devida ao
longo periodo de incubagéo e laténcia, menor numero de lesdes por folha, menor didmetro
das lesdes, menor indice de esporulagdo, menor dano de area foliar e escore da doenga. A
arquitetura dos hibridos tetraploides ndo é adequada para a aplicacao de testes em campo,
por derivar de plantas diploides e, portanto, foi necessaria uma abordagem diferente para
avaliagao dos gendtipos em camara de crescimento.

Considerando a auséncia de esporulacdo e o longo periodo de incubagado, os
tetraploides sintéticos desse estudo foram resistentes ao ataque do fungo P. arachidis, além
da maior parte dos silvestres. Com excegao 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 contribuicdo génica da espécie A. ipaénsis. Os demais
gendtipos podem ser utilizados para transferéncia de genes de resisténcia a esse fungo
para cultivares, como demonstrado em trabalhos de introgressao de genes silvestres no
amendoim (Simpson e Star, 2001; Simpson et al., 2003). Altos niveis de resisténcia também
foram observados por Favero et al. (2009) em espécies silvestres de diferentes se¢des de
Arachis. Dentre as espécies, acessos de A. magna, mostraram-se como um dos mais
resistentes, apresentando apenas reacgoes de hipersensibilidade.

Vérias espécies silvestres do género Arachis sao assintomaticas ou altamente
resistentes a ferrugem, e, portanto, poderiam ser importantes para a hibridizagcao
interespecifica para incorporar niveis mais elevados de resisténcia a doencas no amendoim,
além do que esta atualmente disponivel (Pande e Rao, 2001).

Para tanto, a identificacdo de regides gendmicas que conferem resisténcia a
ferrugem como quantitative trait loci (QTL) € importante para introgressao em A. hypogaea
em cruzamentos controlados. Para isso sera interessante desenvolver mapas genéticos
como primeiro passo para identificagdo dessas regides, com marcadores associados aos
locos de resisténcias para utilizagcao de selegdo assistida por marcadores (MAS) no

melhoramento do amendoim.
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Conclusoes

A tetraploidizacdo causou alteragbes profundas em todas as caracteristicas
avaliadas. Algumas dessas caracteristicas sao favoraveis tanto agronomicamente,
quanto em termos de adaptacdo (porte da planta, pigmentos foliares, nodulagao,
etc.). Outras, no entanto, sao desfavoraveis (alta condutancia estomatica);

Para fins de introgressao, € importante avaliar as plantas apds a tetraploidizacao e
acompanhar seu desenvolvimento para compreender os efeitos da poliploidia ao

longo do desenvolvimento da planta;

A Unica excegao € quanto ao carater de resisténcia a ferrugem, que tem um forte
componente genético. Portanto, essa caracteristica sera analisada sob uma otica

genética no proximo capitulo.
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Capitulo 2: Mapeamento de QTLs de resisténcia a ferrugem (Puccinia

arachidis Speg.) em populagédo Fs de genoma B de Arachis

Observacao:

Esse capitulo compde o artigo (em anexo) publicado na edi¢do de Julho/2013 no periddico

G3: Genes, Genomes, Genetics.
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Introducgao

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € uma oleaginosa muito importante, cultivada em
mais de 25 milhdes de hectares em regides tropicais e subtropicais, e com uma produgéo
mundial de cerca de 45 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2014). Originou-se em uma regido
que abrange o sul da Bolivia e noroeste da Argentina, por hibridizagdo de duas espécies
silvestres e duplicacao espontinea de cromossomos para formar um alotetraploide.

Essa cultura é afetada por varias pragas e doencas que reduzem o rendimento e
aumentam os custos de producéo. A ferrugem, causada pelo fungo Puccinia arachidis Speg.
€ uma das doencas foliares mais importantes e disseminadas pelo mundo (Subrahmanyam
et al., 1993). Acredita-se que o patossistema ferrugem-amendoim co-evoluiu no Peru, onde
0 hospedeiro tem sido cultivado desde os tempos pré-histéricos. A cultura do amendoim
espalhou-se amplamente em todo o mundo depois da colonizagdo espanhola e portuguesa
da América do Sul, mas o patégeno ficou limitado em grande parte a América do Sul, até o
final da década de 60. Desde entdo, se espalhou para todas as areas de cultivo de
amendoim (Hammons, 1973; Subrahmanyam et al., 1993). O patégeno é hospedeiro
especifico. As perdas sao 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 contrario das manchas foliares, a ferrugem
infecta as folhas que tendem a permanecer fixas a planta. Isso combinado com um ciclo de
vida curto favorece a rapida multiplicacdo do patdégeno e rapida propagacédo da doenca.
Variedades modernas utilizadas localmente sdo geralmente suscetiveis a ferrugem e outras
doengas foliares. O controle quimico do fungo pode ser eficaz, mas é oneroso, além do
momento de aplicacao de pesticidas apresentar-se como um desafio.

O desenvolvimento e a adocdo de variedades de alto rendimento para o cultivo,
resistentes a ferrugem, séo vistos como a melhor estratégia para controlar a propagagao da
doenga (Gibbons, 1980). No entanto, nenhuma resisténcia completa foi encontrada no
germoplasma cultivado (Subrahmanyam et al., 1982;. Pande e Rao, 2001; Favero et al.,
2009). Isso é consistente com a recente origem alotetraploide do amendoim e ao numero
limitado de alelos de resisténcia a doenca, disponiveis em seu pool genético contra
ferrugem. Além disso, até o final dos anos 60, a ferrugem ficou essencialmente restrita a
América do Sul e cultivares de amendoim de outras regides ndo sofreram pressdo de
selegcao imposta pelo patégeno. Em avaliagdes de germoplasma para genétipos resistentes,
a maioria dos gendétipos encontrados era do Peru (Subrahmanyam et al.,, 1989;
Subrahmanyam et al., 1993). Embora existam genétipos de amendoim parcialmente
resistentes, altos niveis de resisténcia ou até mesmo imunidade a ferrugem so6 é encontrada
em espécies silvestres (Pande e Rao 2001; Favero et al., 2009; Leal-Bertioli et al., 2010).
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A introgresséao de resisténcia de parentes silvestres diploides no amendoim envolve
sistemas de cruzamentos especiais para superar as diferengas de ploidia, seguido de varios
ciclos de retrocruzamentos (Simpson e Starr 2001; Simpson et al., 2003; Stalker e Lynch
2002; Holbrook et al., 2008). O uso de marcadores ligados a resisténcia contra ferrugem é
importante para ajudar na selegcdo da progénie retrocruzada, na quebra do arraste de
ligacdo, na piramidacdo e no aumento da velocidade de sele¢cdo. Anteriormente, foram
publicados dois mapas de ligacdo utilizando uma populagdo proveniente do cruzamento
entre o Unico acesso encontrado do ancestral mais provavel de amendoim, A. ipaénsis
K30076 e um acesso altamente resistente a ferrugem de A. magna, K30097 (Moretzsohn et
al., 2009; Shirasawa et al., 2013). Aqui nés relatamos a identificacdo de um forte QTL

(quantitative trati loci) ligado a resisténcia contra ferrugem.
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Objetivos

¢ Identificar, a partir de uma populagdo de mapeamento Fs para o genoma B, QTLs de
resisténcia a ferrugem (Puccinia arachidis Speg.);

e Mapear QTLs para caracteristicas agrondmicas de importancia econdémica na
populacdo de mapeamento Fg;

e Detectar QTLs e o efeito desses locos quanto a caracteristicas de domesticagcéo nas

progénies da populacao para o genoma B.
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Material e Métodos

Material vegetal

A populacao Fs composta de 94 individuos foi obtida pelo método SSD (single seed
descent) da populacdo F, descrita em Moretzsohn et al. (2009). As progénies foram
derivadas do cruzamento entre A. ipaénsis (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 colecdo de germoplasma de Arachis, mantida na Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia (Brasilia-DF, Brasil).

Fenotipagem para ferrugem

A populagdo RIL (recombinant inbred lines) e os parentais foram fenotipados e
avalidos nas geragdes Fg € F; para resisténcia a P. arachidis. Arachis hypogaea cv. Runner-
IAC 886 foi incluida como controle de suscetibilidade. Ensaios de campo ndo foram
realizados, por ndo serem adequados devido a 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 solugdo de 4x10° urediniésporos/mL em 0,05% de
Tween 20 de esporos fungicos e mantida a 26-28 °C com fotoperiodo de 10h de luz e 14h
de escuro. No bioensaio de 2013, foi usada uma suspensdo de 2x10° urediniésporos/mL.
Quatro repeticdes de cada individuo foram analisadas 25 dias apds a inoculagdo. A
suscetibilidade foi medida usando os seguintes parametros: numero total de lesbes/area
foliar (cm) (T/LA), numero de lesbes esporulados/area foliar (cm) (SL/LA), periodo de
incubacao (tempo para o aparecimento da primeira lesdo em numero de dias) (IncPer) e
indice de suscetibilidade (Sl). O indice de suscetibilidade foi calculado usando a escala de
Savary et al. (1989), com as seguintes modificagdes: indice era o nimero de lesbes vezes
um numero que refletia o tamanho da lesdo/reacdo. | = [ (s x n)/LA, em que s=o tamanho da
lesdo (1 = lesdo necrética abortada, 2 a 6 = rompido, pustulas esporuladas, variando entre
0,5 - 3mm de didmetro), n = nimero de lesbes de um determinado tamanho , LA = area
foliar (mm?). A esporulagéo foi avaliada com o auxilio de um microscépio estereoscopico. A

area foliar foi calculada utilizando o software Quant ® (Vale et al., 2001). Gendtipos que néo

95



apresentaram sintomas e, portanto, nao tiveram periodo de incubacéao, foram artificialmente

tabuladas como 200 para analises de QTL.

Outras caracteristicas agrondmicas e de domesticagao

As plantas foram cultivadas em bandejas longas (1m x 30 centimetros x 30
centimetros), com espaco 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 apés 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 apdés o plantio), os
comprimentos do peg (PL) e da constricao de vagens (PC) foram medidas com 6 repetigcbes.
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 avaliagdes foram feitas em trés anos, 2011, 2012 e 2013, com excecao de PL e PC, que

foram avaliados apenas em 2012.

Extracao de DNA

O DNA genémico total foi extraido 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 espectrofotbmetro NanoDrop 1000 (Thermo

Scientific).

Mapeamento genético e analise de QTLs

Um mapa de ligagdo para esta populacdo 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 ligacao 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 )(2 para
testar a hipotese nula de segregacao 1:1 em todos os marcadores utilizados. Foi usado um
minimo LOD de 6,0 e maxima fragdo de recombinagao (8) de 0,35, definidos como limites
para a determinacao de grupos de ligagdo com o comando "group". A ordem mais provavel
dentro de cada GL foi estimada pelo método de correlagdo de matrizes usando o comando
"first order". A ordem dos marcadores foi confirmada através da comparacdo da
verossimilhanca das possiveis ordens permutando todas as ordens dos locos adjacentes

(comando "ripple"). Apds 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 entdo utilizado
para determinar a posi¢cdo exata dos novos marcadores dentro de cada grupo. As novas
ordens dos marcadores foram novamente confirmadas com o comando "ripple". As fracdes
de recombinagao foram convertidas em distancias de mapa centimorgans (cM), utilizando a
funcdo de mapeamento de Kosambi e o comando "erro detection", disponivel no
Mapmaker/EXP 3.0 (Lincoln et al., 1992; Lander et al., 1987). Com base neste mapa,
regides gendmicas sem recombinagdo ou marcadores idénticos foram identificados e todos
os locos menos um, foram removidos destas regides (pares ou grupos de /oci com distancia
de OcM).

O novo mapa foi utilizado para analise de QTLs. Os dados fenotipicos incluiram os
componentes de resisténcia a P. arachidis e caracteristicas agrondmicas. Caracteristicas
fenotipadas em diferentes ensaios ou bioensaios foram analisadas separadamente. A
normalidade da distribuicdo dos dados foi avaliada pelos valores de skewness e kurtosis,
usando WinQTL Cartographer, versado 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 distribuicdo normal. Alguns dos conjuntos de dados
que ndo se encaixaram nessa hipotese foram transformados em log (x). A analise CIM foi
realizada utilizando o modelo padrao (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 fenotipicos associados com outras posi¢des no mapa
genético.

Para cada um dos caracteres, o nUmero de marcadores cofatores foi escolhido de
acordo com o numero e significancia dos QTLs detectados. Um intervalo de 10cM foi
utilizado, e, portanto, cofatores dentro de 10cM de cada lado do QTL nao foram incluidos no
modelo do QTL. Foram determinados limites para cada caracteristica por testes de
permutacdo (Churchill e Doerge 1994; Doerge e Churchill, 1996), utilizando 1.000
permutacdes e um nivel de significancia de 0,05. A representagao grafica dos grupos de

ligacao e os QTLs significativos foi feita no MapChart, versao 2.1 (Voorrips, 2002).
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Resultados

Fenotipagem

A populacdo RIL F¢ usada foi produzida pelo método SSD do cruzamento entre A.
ipaénsis x A. magna. A progénie F; apresentou alta fertiidade, o que demonstra que os
parentais estdo geneticamente relacionados. A populagdo mostrou grande variabilidade para
a altura do eixo central, comprimento de ramos laterais, tamanho e nimero de sementes e
resisténcia a ferrugem. A maioria dos individuos mostrou valores intermediarios aos
parentais, mas a populacdo mostrou grande segregacdo transgressiva. Altos valores de
skewness e kurtosis mostraram que quatro das 15 caracteristicas ndo apresentaram
distribuicdo normal. Foram estas: periodo de incubagédo para 2012 e 2013 (IncPer_2012,
IncPer_2013); numero de sementes com casca (SN), média de trés anos, e altura do eixo
central para 2011 (MSH_2011). A fim de alcangar as distribuicdes aproximadamente

normais, estas quatro caracteristicas foram transformadas em log(x) (Tabela 3).

Ferrugem

A distribuicao de frequéncia com base nos dados obtidos para o numero total de
lesbes/area foliar (TL/LA), numero de lesbes esporuladas/area foliar (SL/LA) e periodo de
incubacgao (IncPer) mostrou forte resisténcia para 41 individuos e para o parental resistente,
A. magna acesso K30097, que nao apresentaram lesées em nenhum dos experimentos
(Figura 35A e 35B). O parental suscetivel A. ipaénsis K30076 apresentou mais
suscetibilidade que o controle suscetivel, A. hypogaea cv. Runner IAC 886 em todos os
componentes testados: indice de Suscetibilidade (SI), TL/AL e SL/LA maiores e IncPer mais
curto. Dezessete individuos tiveram S, SL/LA e TL/LA maiores do que o controle suscetivel.
Além disso, cinco tiveram IncPer menor. Como esperado, o nimero e o tamanho das lesdes
foram negativamente correlacionados com o periodo de incubagéo (Pearson r = - 0,6, p
<0,005). Nao foi observada clorose em nenhum acesso da populagcédo F¢/F7. Em folhas de
alguns dos gendtipos menos sensiveis, foram observadas areas de necrose

correspondendo a coldnias abortadas em um estagio de desenvolvimento tardio.
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Figura 35. Distribuicao de frequéncia das caracteristicas de resisténcia a ferrugem. (A) Periodo de
incubagdo e (B) Lesbes esporuladas/area foliar (cm2) em linhagens recombinantes (Fg/F; RILs)
derivadas de um cruzamento de A. jpaénsis KG30076 (Ai) com A. magna KG30097 (Am). Para os
testes de ferrugem, A. hypogaea cv. Runner IAC 886 (R) foi o controle suscetivel.

Outras caracteristicas agrondmicas e de domesticagao

As avaliagdes fenotipicas foram realizadas em diferentes geragdes. Os valores foram
distribuidos normalmente para a maior parte das caracteristicas na maioria dos anos. Com
excegado de constricdo de vagens e comprimento de pegs, as meédias dos pais foram
significativamente diferentes (p <0,05). A comparacdo de médias entre os parentais e os
gendtipos segregantes revela que para todas as caracteristicas, ha segregagao
transgressiva nas progénies (Figuras 36A-D). Na média dos trés anos, A. magna produziu
mais sementes do que A. ipaénsis, mas o peso de 10 sementes foi menor (Figuras 36C e
D).
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Figura 36. Distribuigdo de frequéncia das caracteristicas agrondmicas e de domesticacdo. (A)
comprimento de pegs, (B) Constriccdo de vagem, (C) Produgdo de sementes e (D) Peso de 10
sementes em linhagens recombinantes (F¢/F; RILs) derivadas de um cruzamento de A. ipaénsis
KG30076 (Ai) com A. magna KG30097 (Am). Com excegao de constricdo de vagem, todas as médias
das caracteristicas dos parentais foram significativamente diferentes (p <0,05).
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Construcédo do Mapa

Todos os marcadores avaliados neste estudo foram amplificados utilizando primers
heterélogos. Usando um LOD minimo de 6,0 e uma fracdo de recombinagdo maxima (0) de
0,35 e apods a exclusdo dos marcadores co-segregantes, 399 marcadores foram mapeados
em 10 grupos de ligagdo (GLs), abrangendo um mapa com distancia total de 678,2 cM.
Estes marcadores incluiram 378 marcadores microssatélites e 21 transposons (MITE). Os
grupos de ligacdo 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 ligacdo variaram de

41,5¢cM (com 35 marcadores) a 139,2cM (55 marcadores), com uma distancia média de
1,7cM entre marcadores adjacentes. Dos 399 marcadores mapeados, 91 (22,6%) desviaram
da razao esperada 1:1 de (p<0,05). Desses, 79 marcadores eram distorcidos para alelos do
parental A. ipaénsis e apenas 12 marcadores para alelos do parental A. magna. A maioria
dos grupos de ligagdo teve poucos marcadores distorcidos, e GL B05 e B08 nao
apresentaram marcadores distorcidos. Em contraste, o GL B02 e a porgcéo superior do GL
B04 foram quase inteiramente compostos por marcadores distorcidas. Esses dois GLs e o
GL BO06 foram distorcidos em diregao aos alelos de A. ipaénsis. Marcadores distorcidos com
P <0,05 foram identificados por # (Figura 37).
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Figura 37. Mapa genético de ligagdo do genoma B de Arachis obtido através da analise de 94 plantas Fg, gerada a partir de um cruzamento entre A. ipaénsis
K30076 e A. magna K30097 (Grupos de ligacdo B1 ao B10). Os nimeros a esquerda de cada grupo sao distdncias de mapa Kosambi (cM). Marcadores que
amplificaram mais de um Jocus tém numeros _1 _2 depois do nome do marcador. QTLs s&o indicados como barras ao lado dos grupos de ligago.
Cores/texturas sao de acordo com as categorias: preto, resisténcia a ferrugem (T/LA, I/LA, S/LA e IncPer); branco, caracteristicas de sementes (nimero de
sementes e peso de sementes); texturizado, arquitetura da planta (altura o eixo central) e caracteristicas de domesticagdo (comprimento de peg e constricao
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Figura 37. Continuacgéo.
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Identificacdo de QTLs

O novo mapa composto de 399 marcadores foi utilizado para analise QTLs. O LOD
minimo estimado para cada caracteristica variou de 2,5 a 3,2, e apenas QTLs com valores
de LOD superiores a esses valores foram incluidos. Pelo menos um QTL foi detectado para
cada uma das 15 caracteristicas analisadas, com um total de 38 QTLs mapeados. Um

resumo dos QTLs é fornecido na Tabela 3.

QTLs para resisténcia a ferrugem

Para resisténcia a ferrugem, 13 QTLs foram identificados nos dois bioensaios. Um
QTL principal para os quatro componentes da resisténcia a ferrugem (SI, TL/LA, SL/LA, e
IncPer) foi consistentemente identificado em ambos os bioensaios e mapeado no mesmo
intervalo, na posi¢cao 35,1cM - 42,9¢cM do mapa no GL B08, com valores de LOD entre 2.9 e
8.2 com o marcador Ah-280 sendo o mais proximo. Este QTL explicou 5,8% a 59,3% da
variacao fenotipica das quatro diferentes caracteristicas (Sl, TL/LA, SL/LA e IncPer). Para Si
e TL/LA avaliado em 2012 e para IncPer_2013 foi encontrado outro QTL na posi¢ao 25,4cM
— 33,1cM no mesmo GL B08 (Tabela 3, Figura 36), explicando 13,2% a 34,8% da variancia
total em 2012 e 2013, respectivamente. Os marcadores mais proximos sao AHGS1350 e
AHGS2541. Além destes dois QTLs, outros dois QTLs menores foram identificados no GL
B04 e B0O7 para Sl 2012, e um QTL no LG B03 para IncPer_2013. Para todos os QTLs, a
resisténcia foi derivada de A. magna. A contribuicao de alelos de A. magna foi estimada pelo
calculo da média fenotipica das progénies que apresentaram alelo de A. magna em relagao
a média fenotipica daqueles com o alelo de A. ipaénsis. Alelos de A. magna contribuiram de
forma significativa para a redugéo da S, TL/LA e SL/LA. O efeito dos alelos de A. magna foi

menos pronunciado no periodo de incubagéo (IncPer, Figura 38).
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Tabela 3. QTLs identificados para resisténcia a Puccinia arachidis e caracteristicas agronémicas em
uma populacéo Fg A. ipaénsis x A. magna.

Caracteristicas/  Caracteristica Posicao Efeito R’
Marcador adjacente(s) LOD
categorias s/simbolos (cM) Aditivo (%)
Resisténcia a
ferrugem S1_2012 4 17.0 TC7G10 2.7 0.1807 7.8
7 38.7 AHS0598 3.0 0.1582 8.2
8 254 AHGS1350 / AHS2541 3.3 0.1950 13.2
8 35.9 Ah-280 6.9 0.2511 21.2
SI1_2013 8 35.9 Ah-280 3.2 0.3133 5.8
T/LA_2012 8 254 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 35 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 1.4
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 34 -0.1065 8.6
4 28.0 AHGS2785 2.6 -0.0989 6.2
0 35.5 AHS1488 3.1 -0.1476 10.3
10-SW 4 68.8 AHGS 1279 / AHS2728 3.9 0.3171 18.4
5 445 AHGS2602 2.9 0.1960 8.3
Caracteristicas 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 34 2.0582 6.9
9 43.7 AHGS2018 / AHGS2235 3.0 1.9068 6.3
Pod_constricti
on 1 371 AHGS2332 4.1 -0.6681 9.4
4 64.3 AHGS1917 34 0.5893 7.4
5 47.0 AHGS2513 35 -0.7907 8.0
6 254 AHGS2106 3.7 -0.6623 9.7
8 0.0 AHGS1383 35 -0.6048 8.1
AHGS1478_b3
9 36.3 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
5 411 AHGS1980 4.0 1.6414 10.0
6 13.0 AHS2153 4.5 -0.1066 1.4
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. Grafico de barras para contribuicéo alélica de A. ipaénsis (barras azuis) versus A. magna
(barras laranja) as caracteristicas associadas a resisténcia a ferrugem: indice de suscetibilidade (SlI),
numero de lesbes esporuladas/area foliar (SL/LA), niumero total de lesbes/area foliar (TL/LA) e
periodo de incubagéo (dias/20) (IncPer / 20).

QTLs para outras caracteristicas agronémicas e de domesticagéo

As caracteristicas agrondmicas e de domesticacao foram avaliadas em trés anos
diferentes. Os QTLs foram consistentes entre os anos e para analise final de QTLs, os
dados dos diferentes anos, foram reunidos e considerados como diferentes repeticbes do
mesmo experimento. A excegao foi MSH (altura do eixo central), que nao foi reunido, porque
as medidas foram feitas em diferentes estagios de crescimento das plantas em cada ano.
Foram identificados 25 QTLs. Curiosamente, QTLs para duas caracteristicas de
domesticagao (PC e PL) foram colocados nas mesmas posigdes 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 posigcéo 64,3cM e 64,9cM, explicando entre 10,7% e
30,4% da variancia fenotipica total. Para todas essas caracteristicas, os principais
marcadores associados foram AHGS1917 e AHGS2155. Alelos que aumentam os valores
de caracteristicas ligadas a domesticagdo foram originados de ambos os progenitores. No
entanto, alelos que aumentam o numero de sementes sdo todos derivados de A. ipaénsis.
Nenhum QTL para caracteristicas de domesticagao/produtividade co-localizaram com QTLs
de resisténcia a ferrugem.
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Discussao

Este estudo procurou gerar informagbes e ferramentas para a introgressao de
regides gendmicas do diploide A. magna K30097, que conferem resisténcia a ferrugem, no
amendoim, um alotetraploide. A informacgao consiste da definicao dos QTLs que controlam a
resisténcia a doencas, e as ferramentas, de marcadores genéticos para rastrear as regioes
gendmicas de interesse num contexto genético tetraploide (o contexto de introgressao).

Para o mapeamento, usamos a progénie resultante do cruzamento entre as espécies
selvagens, o mais provavel doador do genoma B do amendoim, A. ipaénsis K30076
(suscetivel a ferrugem) e A. magna K30097 (resistente a ferrugem). Arachis ipaénsis é
geneticamente relacionado com o genoma B do amendoim e foi coletado e identificado em
estado selvagem em um unico local. Arachis magna é intimamente relacionada a ele e
podem até mesmo ser consideradas como a mesma espécie biolégica (José Valls,
comunicagao pessoal). A progénie desse cruzamento foi usada em dois estudos publicados
anteriormente. No primeiro, a progénie F, foi usada para produzir um mapa com 149
marcadores em dez grupos de ligagao, 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 construido utilizando linhagens recombinantes Fg 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 Fs e informagbes de genotipagem de alguns marcadores adicionais para
desenvolver um mapa constituido por 399 marcadores de alta qualidade, nenhum dos quais
co-segregaram. O mapa cobriu 678cM. As diferengas nos tamanhos destes mapas, gerados
a partir dos mesmos pais biolégicos, parecem ser melhor explicadas pelos diferentes
softwares e parametros que tratam erros de genotipagem de diferentes maneiras (Bertioli et
al. 2014). O maior tamanho (1,294cM), foi obtido com o Mapmaker sem detecgédo de erro, o
tamanho intermediaro (678cM) foi obtido pelo Mapmaker com detecgéo de erro (Lincoln et
al.,, 1992), e o menor tamanho (461cM) foi obtido com JoinMap, um programa que contém
0s seus proprios algoritmos que detectam erros e corrigem as distancias genéticas. Embora
pareca claro que a distancia genética do mapa F, de 1294cM esteja substancialmente
inflado, n&ao esta claro qual das outras duas estimativas € melhor. No entanto, o mapa aqui
apresentado tem marcadores posicionados com uma confianga muito alta, por ndo conter
marcadores co-segregando é mais adequado para a detecc¢ao de QTLs.

O foco principal deste estudo foi a identificagdo de QTLs de resisténcia a doencas.

No entanto, também foram investigados QTLs para caracteristicas de domesticagao. A.
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ipaénsis e A. magna sao espécies silvestres que diferem pouco para essas caracteristicas,
ambas com longos pegs e constricbes além de sementes pequenas. Contudo, muitos
segregantes apresentaram caracteristicas um pouco mais semelhantes aos cultivados: 38
segregantes tém pegs mais curtos, 32 tém menor constricdo de vagem e 8 tiveram
sementes maiores do que ambos os pais. Novas combinagdes alélicas conferiram
caracteristicas nao observadas nos parentais. O posicionamento desses QTLs pode ser util
na localizacao de alelos silvestres importantes, com possivel utilizacdo para o melhoramento
do amendoim. No entanto, acredita-se que essas caracteristicas sejam complexas,
quantitativas e altamente dependentes do ambiente. Apesar disso, esses QTLs foram
surpreendentemente consistentes entre os anos. E possivel também, que o efeito destes
QTLs possam variar com o conteudo genético. Infelizmente, a comparacao dos QTLs para
fendtipos semelhantes identificados por Foncéka e colaboradores (Foncéka et al., 2012a;
Foncéka et al., 2012b) em estudos de alelos silvestres incorporados ao material cultivado é
dificil devido a dificuldade de comparagao entre os mapas. Além disso, a interpretacao do
significado de possiveis sobreposi¢cdes também torna-se um problema por causa dos varios
QTLs identificados em ambos os estudos.

Para a identificacdo de QTLs de resisténcia a doencas, avaliamos as RlLs em quatro
medidas de suscetibilidade a ferrugem em dois bioensaios independentes realizados em
anos diferentes. Estas avaliagcbes foram baseadas na técnica de folha destacada, que
oferece fenotipagem precisa em condi¢gdes controladas. Nés ndo utilizamos ensaios de
campo por trés razdes: (i) a ocorréncia de ferrugem no campo é muito desigual, varia de ano
para ano e € fragmentada dentro do mesmo campo; (ii) a predominancia habitual de LLS ou
ELS dificulta a avaliacdo (Subrahmanyam et al., 1982;. Sujay et al., 2012.) e, finalmente, (iii)
a diferenca extrema de arquitetura entre os gendtipos selvagens e o amendoim cultivado
teria feito o sistema de pontuagcdo em campo sem sentido para este estudo. Esperamos
realizar avaliacbes de campo posteriormente, em nossa pesquisa dentro de um esquema de
retrocruzamentos, quando as linhagens avangadas ja com os segmentos gendmicos de
silvestres, apresentarem arquitetura semelhante ao material cultivado parental, entdo, a
ocorréncia de varias doencas sera avaliada concomitantemente.

Aqui, utilizando ensaios de folha destacada, observaram-se diferentes fenétipos de
resisténcia a doenga. Em algumas progénies, nenhuma leséo foi desenvolvida. Em outras,
as lesbes apareceram, porém, em seguida, um tecido necrosado foi desenvolvido em torno
delas de uma maneira semelhante a uma reagao de hipersensibilidade. Essas lesbes ndo
esporularam. Além disso, um periodo de incubagao retardado também foi observado. Isto
sugere diversos mecanismos de resisténcia e genes envolvidos na resisténcia. No total,
foram detectados 13 QTLs com valores de LOD acima dos limites estabelecidos pelos testes

de permutacgao (Churchill e Doerge 1994; Doerge e Churchill, 1996), que variou entre 2,5-
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3,2. Todos os alelos que conferiram resisténcia foram obtidos do progenitor resistente A.
magna. Eles conferem menos e menores lesdes, lesbes menos esporuladas e longos
periodos de incubacdo da doenga. Embora tenham sido detectados varios QTLs, um
marcador particular (Ah-280) localizado no LGBO8 esta ligado aos QTLs associados aos
quatro componentes de resisténcia a ferrugem, avaliados em ambos os anos. As diferencas
entre as médias fenotipicas das RILs que possuem o alelo de A. magna desse marcador em
comparagao com aqueles que possuem o alelo de A. jpaénsis sao impressionantes (Figura
36). O efeito alélico de A. magna no periodo de incubagao aparece menos pronunciado. No
entanto, isso é devido ao fato de que este s6 péde ser medido em um subconjunto de
gendtipos: a minoria que mostrou sintomas. Como gendtipos resistentes nao tém periodo de
incubacgao, nao é possivel medir com precisao o efeito alélico dessa caracteristica em todos
0os genotipos. Considerando que esse QTL confere forte resisténcia a doenca, e esta
localizado no final do cromossomo de uma espécie com estreita afinidade com o genoma B
do amendoim cultivado, é improvavel que sofra forte arraste de ligacao. No geral, parece ser
um candidato ideal para a introgressao de resisténcia a ferrugem no amendoim cultivado.
Para facilitar isso, nds desenvolvemos varios marcadores ao redor do Ah-280. Para fazer
isso, identificamos polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) entre A. magna e A. ipaénsis.
Devido a elevada semelhanga de A. ipaénsis com o genoma B de A. hypogaea, 19 dos 22
marcadores desenvolvidos, diferenciaram os gendtipos silvestres resistentes a ferrugem e
seus alotetraploides derivados de A. ipaénsis e A. hypogaea.

Estudos anteriores de resisténcia a ferrugem em A. hypogaea produziram
informacdes limitadas. Ha indicios de que a resisténcia a ferrugem seja controlada por
poucos genes (Van der Plank, 1963). No entanto, uma analise genética quantitativa dos
parentais e progénies indicou que a resisténcia a ferrugem é mais complexa e nao se
encaixa num padrao especifico (Subrahmanyam et al. 1993). Estudos mais recentes,
utilizando germoplasma no qual um dos parentais tem uma pequena contribuicdo gendmica
das espécies silvestres tém sido mais informativos. Foi identificado um grande QTL que
explica até 83% da variagdo fenotipica (Khedikar et al 2010;. Sujay et al 2012). A origem
desta resisténcia 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 regido
do QTL, estdo 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 sequéncias dos cinco marcadores ligados a este QTL contra

as sequéncias das pseudomoléculas recentemente disponiveis de A. duranensis, a mais
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provavel espécie ancestral do genoma A do amendoim (www.peanutbase.org Genbank

acesso PRJNA258023), indicam que os melhores resultados para quatro deles estdo 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 principio, ser
incorporados na mesma cultivar de amendoim, para proporcionar resisténcia mais forte e
mais duravel.

Para o introgressdo de segmentos cromossOmicos de A. magna K30097, um
alotetraploide com A. stenosperma ([A. magna x A. stenosperma]®™; Anf10) foi criado (A.
Favero, ndo publicado) e esta sendo usado no programa de melhoramento genético do
amendoim, no Instituto Agronémico de Campinas, em Sao Paulo, Brasil, em colaboragao
com a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Leal-Bertioli et al. 2014a; |. Godoy,
nao publicado). O marcador SSR Ah-280 esta sendo utilizado neste programa de
melhoramento para a selecdo de linhagens retrocruzadas que possuem o QTL para
ferrugem. Isso facilitara os testes para funcdo deste segmento cromossémico no
background genético do amendoim cultivado.

Ao longo das ultimas duas décadas, a introgressédo de alelos silvestres para
resisténcia a pragas e doencgas provou ser muito valiosa para a cultura do amendoim. Além
disso, os alelos silvestres conferem os fendtipos de resisténcia mais fortes, conhecidos nao
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 tém provado que sdo estaveis em diferentes
ambientes e em diferentes contextos genéticos. A utilizagcdo de alelos localizados em
segmentos de cromossomos silvestres tem facilitado o uso de marcadores moleculares para
selegcdo em retrocruzamentos, pois os segmentos tem uma alta taxa de polimorfismo do
DNA em relagdo ao amendoim cultivado. A melhor compreensao das relagbes 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 compreensao da estrutura gendmica que
estd sendo adquirida a partir de sequenciamento do genoma de ancestrais diploides de
amendoim (www.peanutbase.org), provavelmente facilitardo a maior utilizacdo de alelos

silvestres, permitindo maiores ganhos para a cultura do amendoim.
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Conclusoées

e A utilizacdo do marcador Ah-280 torna-se viavel para MAS nos programas de
melhoramento genético do amendoim. Esta regidao génica pode ser explorada pelos
programas de melhoramento genético na obtencao de cultivares resistentes ao fungo
Puccinia arachidis;

o Devido a fonte de resisténcia de A. magna ser diploide, uma das alternativas para o
desenvolvimento de cultivares resistentes é a piramidacdo baseada na exploragao
de linhagens com diferentes genes de resisténcia, ou ainda, através da incorporagao

em tetraploide sintético.
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Anexo

Tabela 1. Descricdo das medidas foliares e caracteristicas de pigmentos fotossintéticos para os seis conjuntos de tetraploides sintéticos, parentais e
controles cultivados. Area foliar especifica (SLA), area foliar (LA), area 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.

. SLA LA TLA SCMR Clorofila A ClorofilaB  Clorofila A+B  Carotenoides
Conjuntos 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 4523 578 1.24 0.24
Dur-SeSn2848 237.95 76.82 6.16 1.56 4992 996 3391 7.06 37.8 8.26 253 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 6.27 475 6.36 33.06 5.22 80.56 9.01 1.92 0.29
Ah-Runner 2285 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 4091 1.29 0.29
Dur-vV14167 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
BatDurl 303 38.85 16.48 3.95 102.24 37.17 37.16 5.44 4856 4.88 258 1.24 7436 5.38 251 0.18
Ah-Runner 2285 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 26.58 341 18.65 2.84 4523 578 1.24 0.24
Sten-vV10309 212.08 71.4 6.26 2.09 80.78 19.66 20.73 3.63 14.92 391 1637 4.77 313 8.37 224 0.38
BatStenl 185.22 61.79 13.22 4.52 104.97 51.31 35.1 5.78 27.29 222 1874 198 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 20.78 594 29.14 7.1 28.11 43 14.8 3.92 4292 771 21 0.36
Sten-V10309 195.77 75.46 6.26 2.09 80.78 19.66 26.73 6.81 13.62 2.02 6.76 178 2039 3.78 0.84 0.14
GregStenl 217 38.18 9.35 4.79 111.36 33.86 42.18 8.93 64.27 5.15 29.62 4.7 939 9.07 3.56 0.25
Ah-Runner 2285 41.15 7.39 1.16 11492 3331 3548 6.98 6527 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 1827 153 7221 6.65 1.71 0.28
Dur-vV14167 269.71 43.73 4.95 1.09 6495 11.64 24.77 6.59 46.72 5.08 1456 1.54 61.29 6.6 1.67 0.19
IpaDurl 252.7 55.41 9.79 2.84 87.85 3192 31.79 4.79 94.36 12.31 34.63 5.25 128.99 10.36 2.07 0.53
Ah-Runner 2285 41.15 7.39 1.16 11492 3331 3548 698 7537 6.66 23.12 1.71 98.49 836 223 0.37
Ipa-KG30076 193.36 26.92 3.21 0.78 18.2 10.51 25.69 6.33 53.93 5.21 1827 153 7221 6.65 1.71 0.28
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Villo-v12812
IpaVillol

Ah-Runner

217.32 42.26 4.46
259.36 44.77 7.37
41.15 7.39

228.5

1.57 34.2
3.56 47.54

22.49 25.04 8.54 436
34.66 39.65 7.32 98.52

7.17

1.16 114.92 33.31 35.48 6.98 75.37 6.66

13.95 2.22 57.55
12.72 34.82 459 13334 17.24 2.68

23.12 1.71 98.49

9.32

8.36

1.83

2.23

0.28
0.39
0.37

Tabela 2. Descricdo das medidas de estruturas foliares na face abaxial para os seis conjuntos de tetraploides sintéticos, parentais e controles cultivados.
Comprimento estomatico abaxial € [
(Cel_epi/mm?2_ABA), Densidade de tricomas abaxial (tric/mm?_ABA), Densidade de estdmatos abaxial (est/mm?_ABA) e Indice estomatico abaxial (Indice

estomético (IE)_ABA).

(Comprimento_ABA),

Largura estomatica abaxial

(Largura_ABA),

Comprimento_ABA Largura_ABA

cel_epit/mm’_ABA tric_mm’_ABA

est_mm’_ABA

indice estomatico (IE)_ABA

Conjuntos
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 4.25 432 1214 2592 13.15 2.31
Dur-SeSn2848 23.46 1.13 1898 0.69 1060.62 138.41 2205 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 1244 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 4.25 432 1214 2592 13.15 2.31
Dur-V14167 22.33 131 17.4 2.66 1034.8 140.54 16.17 9.92 175.16 37.37 1441 2.22
BatDurl 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 4.25 432 1214 2592 13.15 2.31
Sten-V10309 20.87 0.55 1535 0.77 1367.95 121.24 39.21 8.1 223.67 34.07 14.02 1.48
BatStenl 30.47 0.84 20.27 0.74 749.76 96.53 6.98 459 97.81 2479 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 1535 0.77 1367.95 121.24 39.21 8.1 223.67 34.07 14.02 1.48
GregStenl 30.34 1.16 20.17 1.11 603.05 49.38 14.16 5.71 84.09 183 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 14414 18.26 8.63 171.94 40.84 15.06 2.42
Dur-vV14167 22.33 1.31 17.4 2.66 1034.8 140.54 16.17 9.92 175.16 37.36 14.41 2.22
IpaDurl 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

Densidade de células epidérmicas abaxial
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Ipa-KG30076
Villo-V12812
IpaVillol

Ah-Runner

21.67
19.81
29.52
30.82

0.86
0.64
1.21
1.08

17.13
14.67
21.25
24.16

1.23
0.71
1.74
0.93

962.62
1667.11
592.98
709.8

144.14
266.64
67.23
62.39

18.26
27.94
8.12
8.71

8.63
8.17
4.9

5.24

171.94
348.8
88.32
131.15

40.84
55.2
15.9
27.08

15.06
17.35
12.88
15.56

242
2.02
2.15
2.67

Tabela 3. Descricdo das medidas de estruturas foliares na face adaxial para os seis conjuntos de tetraploides sintéticos, parentais e controles cultivados.
Comprimento estomatico adaxial ; (
(Cel_epi/mm?2_ADA), Densidade de tricomas adaxial (tric/mm?_ADA), Densidade de estOmatos adaxial (est/mm?_ADA) e Indice estomatico adaxial (Indice

estomético (IE)_ADA).

(Comprimento_ADA),

Largura estomatica adaxial

(Largura_ADA),

. Comprimento_ADA Largura_ADA cel_epit/mm2_ADA tric_ mm2_ADA est_mm2_ADA indice estomatico (IE)_ADA
Conluntos 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 3.48 411 182.56 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 3.7 443 138.78 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 130245 247.38 0.9 2.29 21455 44.84 14.14 1.14
BatDurl 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 3.7 443 138.78 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 1453 0.48 1787.58 2273 15.25 8.63 272.76 46.05 13.2 1.02
BatStenl 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-2 239 1.06 19.24 0.72 846.4 97.5 3.7 443 138.78 28.23 13.99 1.48
Greg-V6389  18.93 0.44 15.23 0.26 1496.94 105.14 2.61 3.68 25294 316 1441 1.06
Sten-v10309 17.37 0.39 1453 0.48 1787.58 2273 15.25 8.63 272.76 46.05 13.2 1.02
GregStenl 25.83 2.11 18.5 1.12 912.85 69.83 4.35 4.64 13551 17.83 12.92 1.52
Ah-Runner 239 1.06 19.24 0.72 846.4 97.5 3.7 443 138.78 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

Densidade de células epidérmicas adaxial
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IpaDurl
Ah-Runner
Ipa-KG30076
Villo-v12812
IpaVillol

Ah-Runner

25.36
23.9
19.41
19.83
27.5
23.9

0.71
1.06
0.92
0.76
1.83
1.06

18.04
19.24
15.64
16.75
19.65
19.24

0.88
0.72
0.82
0.64
0.79
0.72

793.02
846.4
892.81
1471.24
742.04
846.4

53.76
97.5
82.7
203.79
77.76
97.5

2.39
3.7
1.74
16.99
2.61
3.7

3.2
4.43
34

7.78
4.06
4.43

106.75
138.78
157.29
224.61
104.57
138.78

10.05
28.23
20.3
56.99
18
28.23

11.88
13.99
15.02
13.08
12.32
13.99

1.08
1.48
1.89
1.58
143
1.48

Tabela 4. Descricdo das medidas de carater agrondmico 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 centimetros (Altura
do eixo central — AEC).

Peso radicular-PR Peso parte aérea-PA Altura do eixo central-AEC

Conjuntos

Média SD Média SD Média SD
Bat-K9484
Dur-SeSn2848
BatDur2
Ah-Runner
Bat-K9484 0.61 0.22 437 1.94 16.05 3.03
Dur-v14167 0.35 0.15 4.11 1.7 21.15 4.13
BatDurl 1.32 044 12 3 59 26.96
Ah-Runner 2.63 0.47 15.32 2.25 17.41 1.39
Bat-K9484-2  0.61 0.22 437 1.94 16.05 3.03
Sten-V10309 1.27 041 5.25 1.85 10.45 1.38
BatStenl 1.31 0.6 6.59 242 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 1.27 041 5.25 1.85 10.45 1.38
GregStenl 2.09 0.57 12.02 3.28 22.05 291
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
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IpaDurl
Ah-Runner
Ipa-KG30076
Villo-v12812
IpaVillol

Ah-Runner

0.84
2.63
0.54
0.55
0.87
2.63

0.51
0.47
0.18
0.15
0.33
0.47

5.22
15.32
2.74
4.5
5.81
15.32

19
2.25
1.18
1.55
2.1
2.25

27.85
17.41
7.65

10.35
17.35
17.41

11.89
1.39
2.7
141
5.21
1.39
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