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DESENVOLVIMENTO DE FERRAMENTAS GENETICAS E GENOMICAS PARA
INTROGRESSAO DE GENES SILVESTRES NO AMENDOIM CULTIVADO

Resumo

O género Arachis possui 80 espécies descritas. A espécie cultivada
comercialmente para a producéo de grdos de amendoim (A. hypogaea) € dispersa e
cultivada ao redor do mundo. Ferramentas genéticas e gendmicas, como
mapeamento genético e obtencdo de populacdes de retrocruzamento, vém sendo
desenvolvidas visando auxiliar programas de melhoramento genético de amendoim,
principalmente para introgressédo de genes de resisténcia das espécies silvestres na
espécie cultivada. Primeiramente um mapa genético de ligacdo foi construido em
uma populacdo F, resultante do cruzamento entre A. hypogaea e um anfidipléide
sintético obtido do cruzamento de duas espécies silvestres dipldides, cujos
cromossomos foram duplicados com colchicina (Runner IAC 886 — genoma AB x [A.
duranensis — genoma A x A. ipaénsis — genoma BJ]°). Foram testados 636
marcadores microssatélites, dos quais 173 mostraram-se polimérficos. Desses 69%
foram polimérficos para o genoma A e 31% polimorficos para o genoma B. Apenas
113 marcadores foram genotipados na populagédo F, dos quais apenas 6 desviaram
da proporcdo 1:2:1 esperada (p<0,05). Os marcadores nao distorcidos foram
utilizados para definicdo dos grupos de ligacédo, usando o LOD minimo de 4 e fracéo
de recombinacdo maxima de 0,35. O mapa gerado apresentou 74 locos mapeados
no genoma A, distribuidos em 10 grupos de ligacdo e com tamanho total de 868,6
cM. No genoma B, 23 locos foram mapeados em 6 grupos de ligacdo, com distancia
total de 387,6 cM. O mapa apresentou grupos de ligacdo com tamanhos que
variaram de 8,7 cM a 135,9 cM e os 16 grupos totalizaram um comprimento total de
mapa de 1256,2 cM. Linhagens de introgressédo foram desenvolvidas por geracoes
de retrocruzamentos a partir do hibrido F1 (Runner IAC 886 x [A. duranensis x A.
ipaénsis]®) e caracterizadas geneticamente com marcadores microssatélites
selecionados do mapa genético desenvolvido. Na geracdo RC; foram identificados
43 hibridos, e com o retrocruzamento desses com a cultivar Runner IAC 886, foram
obtidos 38 hibridos na geragdo RC,. Para a caracterizagdo gendmica das linhagens
de introgressao, foram utilizados 36 marcadores microssatélites, distribuidos em 11
grupos de ligacdo do mapa tetrapléide obtido. A analise de introgresséo revelou que,

na geracado RC;y, a porcentagem média dos segmentos gendmicos heterozigotos foi
vii



de 41,96%. Na geracdo RC,, a porcentagem média diminuiu para 11,79%, variando
entre 2,78% e 36,11% entre as 37 linhagens identificadas como hibridas. Observa-
se, portanto, uma diminuicdo relativa entre as geracdes de 71,9% do contetudo
gendmico heterozigoto (doador). Nas geracbes RC; e RC,, foi observada, nos locos
amostrados, a completa cobertura do genoma silvestre, distribuido no “background”
da variedade elite Runner IAC 886. O desenvolvimento das linhagens de
introgressdo sera de grande utilidade para o melhoramento da cultura, por
possibilitar a descoberta, a localizacdo e a avaliacdo de genes silvestres de
interesse no background da variedade cultivada.A implementacdo de selecao
assistida por marcadores nos programas de melhoramento poderd acelerar
consideravelmente, além de tornar mais eficiente, o processo de introgressao

desses genes silvestres no amendoim cultivado.

Palavras-chave: Arachis hypogaea, espécies silvestres, mapeamento genético,
SSR, linhagens de introgressao.
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DEVELOPMENT OF GENETICS AND GENOMICS TOOLS FOR WILD GENE
INTROGRESSION IN THE CULTIVATED PEANUT

Abstract

The genus Arachis has 80 described species. The commercially cultivated species
for peanut grain production (A. hypogaea) is dispersed and cultivated throughout the
world. Genetic and genomic tools, such as genetic mapping and backcross
populations, have been developed to assist peanut breeding programs, especially for
introgression of resistance genes from wild species into the cultivated species. Firstly
a genetic linkage map was constructed in an F, population resulting from a
crossbetween A. hypogaea and a synthetic amphidiploid, obtained by crossing two
wild diploid species whose chromosomes have been duplicated with colchicine
(Runner IAC 886 - genome AB x [A. duranensis - genome A X A. ipaénsis - B
genome]®). A total of 636 microsatellite markers were tested, of which 173 showed
polymorphism, being 69% for A genome and 31.2% polymorphic for the B genome.
Only 113 markers were genotyped in the F, population, where only six deviated from
the 1:2:1 expected proportion (p <0.05). Non-distorted markers were used to
establish the linkage groups using a minimum LOD score of 4 and maximum
recombination fraction value of 0.35. This map had 74 loci mapped in the genome A,
distributed in 10 linkage groups and total size of 868.6 cM. In the B genome, 23 loci
were mapped into six linkage groups, with total distance of 387.6 cM. The map
showed linkage groups ranging in size from 8.7 cM to 135.9 cM and 16 groups with a
total map length of 1256.2 cM. Introgression lines were developed by backcrosses of
the F; hybrid (Runner IAC 886 x [A. duranensis x A. ipaénsis]®) and genetically
characterized with microsatellite markers selected from the genetic map obtained. In
the BC; generation 43 hybrids were identified, and with their backcross to the Runner
IAC 886 cultivar, 38 hybrids were obtained in BC, generation. For genetic
characterization of the introgression lines, 36 microsatellite markers were used,
distributed through 11 linkage groups from the tetraploid F, map. Introgression
analysis revealed that, in the BC; generation, the mean percentage of heterozygous
genomic segments was 41.96%. In RC, generation, the mean percentage decreased
to 11.79%, ranging from 2.78% to 36.11% among the 37 plants identified as hybrids.

It was observed therefore a relative decrease of heterozygous (donor) genomic
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content between generations of 71.9%. In the BC; and BC, generations a complete
coverage of the wild genome distributed in the background of the Runner IAC 886
elite variety was obtained. The use of microsatellite markers allowed the construction
of a genetic map for the Arachis tetraploid genome through an interspecific
population. The development of introgression lines will be very useful for crop
breeding, by enabling the discovery, location and evaluation of wild genes of interest
in the cultivated variety background.The implementation of marker-assisted selection
in breeding programswill accelerate considerably, and making more efficient, the

process of introgression of wild genes into cultivated peanut.

Key words: Arachis hypogaea, wild species, genetic mapping, SSR, introgression
lines.



1. INTRODUCAO

1.1.A cultura do amendoim

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € uma planta cultivada cujas sementes,
uma excelente fonte de proteina e Oleo vegetal (Valls et al., 2000; Simpson et al.,
2001), vém sendo consumidas cruas pelo homem desde a pré-historia, quando
ainda ndo conhecia a ceramica nem dominava o fogo, necessarios para o cozimento
de alimentos. Trata-se de um dos alimentos humanos mais nutritivos e, a0 mesmo
tempo, de facil digestdo (Freitas et al., 2003). E uma cultura importante
internacionalmente, sendo cultivada em mais de 80 paises nas Américas, na Asia e
na Africa (Freitas et al., 2005).

Os grédos de amendoim contém aproximadamente 20-25% de proteina e 45%
de Oleo (Godoy et al., 1999). A producdo mundial, no ano de 2008, foi de 38,2
milhdes de toneladas de amendoim em casca, representando a sexta oleaginosa
mais produzida no mundo. Amendoim, junto com dendé, soja, algodao, coco e
canola somam 90,4% da producdo mundial de oleaginosas e 5,8 milhfes de
toneladas de 6leo. Os maiores produtores mundiais sdo: China, india e Nigéria, com
14,3 milhdes, 7,3 milhdes e 3,9 milhdes de toneladas produzidas, respectivamente.
O Brasil ocupa a 152 posicéo entre os maiores produtores de amendoim em casca,
no entanto avaliando-se a produtividade dentre estes maiores produtores, o Brasil
tem a quarta maior produtividade, destacando seu potencial produtivo dentro do
mercado mundial de amendoim (FAOSTAT, 2010).

No Brasil, na safra de 2007/2008, foram plantados 115,4 mil hectares com a
cultura do amendoim, colhendo-se um total de 305,8 mil toneladas de gréos.
Observou-se um aumento de 35,5% na producao, resultante do aumento de 12,5%
na area plantada e 20,4% na produtividade em relacdo a safra anterior (Figura 1.1).
Aumento também foi observado na producdo em Sao Paulo, o maior estado produtor
do pais, onde nesta mesma safra foram plantados 81,3 mil hectares (70,45% da
area total) e colhidas 236,4 mil toneladas de gréos (77,30% da producéo total),
atingindo a produtividade de 2,91 t/ha, superior a média nacional nesta safra, que foi
de 2,65 t/ha (Conab, 2008).

A espécie Arachis hypogaea € dividida em duas subespécies e seis
variedades botéanicas, sendo elas: A. hypogaea subsp. hypogaea var. hirsuta, A.

hypogaea subsp. hypogaea var. hypogaea, A. hypogaea subsp. fastigiata var.
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fastigiata, A. hypogaea subsp. fastigiata var. vulgaris, A. hypogaea subsp. fastigiata
var. aequatoriana, e A. hypogaea subsp. fastigiata var. peruviana (Krapovickas &
Gregory, 1994).
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Figura 1.1 — Série historica de producéo brasileira de amendoim (Conab, 2008).

Ha& uma classificacdo agrondmica que utiliza uma nomenclatura para
distinguir as cultivares, separando-as em trés grupos morfolégicos, com base em
caracteristicas vegetativas e reprodutivas. Assim, cultivares dos grupos Runner e
Virginia apresentam caracteristicas morfologicas descritas para representantes da
subespécie hypogaea var. hypogaea, como: habito de crescimento rasteiro, semi-
rasteiro e arbustivo, ramificacdo profusa (presenca de ramos primarios, secundarios
e terciarios), ciclo longo, auséncia de flores na haste principal e vagens com duas
sementes. Na maioria dos acessos do grupo Virginia, as sementes sdo de tamanho
médio a grande, e consideravelmente menores no grupo Runner. Valéncia e
Spanish referem-se aos grupos morfolégicos associados a subespécie fastigiata
(variedades fastigiata e vulgaris, respectivamente). Plantas dessa subespécie

apresentam habito de crescimento ereto ou semi-ereto, ramificagdo esparsa (poucos



ramos secundarios e raros terciarios), ciclo curto e haste principal com flores. As
vagens do grupo Spanish apresentam duas sementes de tamanho pequeno a
meédio. As do grupo Valéncia podem apresentar propor¢cdes variaveis de duas a
guatro sementes/vagem (Godoy et al., 1999). Contudo, algumas cultivares podem ter
caracteristicas de tipos diversos, devido a cruzamentos entre variedades botanicas

diferentes em sua origem.

1.2.0 género Arachis

O género Arachis esta dividido em nove secdes taxondmicas, segundo a
morfologia, a viabilidade de cruzamentos e a regido de dispersédo ao longo do
continente sul-americano (Krapovickas & Gregory, 1994). Das 80 espécies descritas
do género Arachis, nativas de cinco paises sul-americanos, cerca de 60 espécies
ocorrem no Brasil, 15 na Bolivia, 12 no Paraguai, sete na Argentina e duas no
Uruguai (Valls, 1995; Valls & Simpson, 2005). Entretanto, a espécie cultivada
comercialmente para a producéo de grdos de amendoim (A. hypogaea) € dispersa e
cultivada ao redor do mundo.

Sabe-se que a maioria das espécies silvestres é dipldide (2n = 2x = 20
cromossomos) e algumas espécies da secdo Arachis possuem um par de
cromossomos diferenciados denominado par “A”; enquanto a espécie cultivada é
tetraploide (2n = 4x = 40 cromossomos) e possui 0s genomas AB (Krapovickas &
Gregory, 1994).

O género Arachis e, em especial a secdo Arachis na qual é descrita A.
hypogaea (Krapovickas & Gregory, 1994), tém sido intensamente estudados
(Koppolu et al., 2010; Bravo et al.,, 2006; Milla et al., 2005, Tallury et al., 2005;
Moretzsohn et al., 2004; Favero, 2004; Gimenes et al., 2002a,b; Simpson, 2001;
Valls, 2000; Stalker & Moss, 1987; Moraes & Salgado,1979), devido ao alto potencial
de resisténcia apresentado pelas espécies silvestres as principais doencas que
atacam o amendoim, constituindo uma importante fonte de genes para varias das
caracteristicas de interesse para o melhoramento do amendoim cultivado (Favero,
2004). A obtencdo de gendtipos anfidiploides silvestres resistentes permite a
utilizacdo de germoplasma de espécies silvestres dipléides como genitores em
trabalhos de melhoramento (Simpson, 2001). A obtencao dos anfidipléides sintéticos
é feita a partir do cruzamento entre espécies silvestres de genoma B com as de

genoma A, gerando um descendente estéril AB com 20 cromossomos. O hibrido
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estéril € entdo tratado com colchicina para a duplicacdo do material genético

permitindo, dessa forma, o cruzamento com A. hypogaea.

1.3.Recursos genéticos e o melhoramento de plantas

O Brasil, ao lado de Colémbia, Venezuela, México, Equador e Peru sédo os
paises da Ameérica Latina detentores da maior biodiversidade, entendida como
conjunto de plantas, animais e microorganismos em interacdo com o0 ambiente em
que vivem. O Brasil possui cerca de 55 mil espécies de plantas superiores,
correspondendo a cerca de 22% do total aproximado de 250 mil existentes no
mundo (Valois, 1999).

Segundo Queirdz (1999), os recursos genéticos sdo definidos como a fracao
da biodiversidade que tem previsdo de uso atual e potencial. Os recursos
fitogenéticos abrangem as seguintes categorias: espécies silvestres, espécies que
sdo parentes silvestres das plantas cultivadas, racas locais de plantas, variedades
de plantas, linhagens melhoradas e populacGes experimentais, linhagens com
caracteristicas genéticas e citogenéticas especiais.

O manejo adequado dos recursos genéticos ndo se limita a conservacao, mas
também a varias etapas, desde a coleta ou introducdo, multiplicacdo, avaliacéo,
caracterizacdo e a utilizacdo desses em programas de melhoramento genético e/ou
uso direto pelo homem.

Um grande desafio é o incremento do uso de germoplasma conservado, pois
atualmente apenas cerca de 4% dos genétipos armazenados vém sendo utilizados,
mesmo a nivel mundial (Valois, 1999).

O germoplasma disponivel pode servir de fonte de genes especificos a serem
introgredidos em populagdes adaptadas ou materiais elite, e pode ser usado de uma
forma geral para ampliar a base genética disponivel de populacdes adaptadas em
programas de melhoramento genético.

Atualmente o Banco Ativo de Germoplasma (BAG) Arachis, mantido na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, possui em seu acervo ex situ cerca
de 1200 acessos de 78 espécies de Arachis, incluindo todas de ocorréncia no Brasil

(J. F. M. Valls, comunicacé&o pessoal).



1.4.Melhoramento genético do amendoim

Dentre os objetivos do melhoramento genético do amendoim destaca-se a
obtencéo de cultivares com producdes superiores e estaveis, resistentes a pragas e
doencas e com larga adaptacdo ambiental (Santos, 1999). Os objetivos do
melhoramento genético variam de importancia, de acordo com a regido produtora e
sistemas de cultivo adotados. Para a regido Sudeste, devido as condi¢fes climéticas
favoraveis as doencas, a introducdo de resisténcia as doencas € de grande
importancia. Os métodos de melhoramento genético de amendoim sdo 0S mesmos
comumente usados para espécies autdgamas, como selecdo, melhoramento
genealdgico e retrocruzamento (Godoy et al., 1999). Este ultimo é indicado para a
introgressao de caracteres em uma cultivar elite, sendo comumente usado para a
hibridacdo com espécies silvestres, para a introgressdo de genes exoticos a A.
hypogaea (Favero, 2004).

No Brasil, dentre os principais problemas da cultura, estdo as doencas
fungicas de parte aérea como: mancha preta (causada por Cercosporidium
personatum (Berk. & Curtis) Deighton), mancha-castanha (Cercospora arachidicola
Hori), mancha barrenta (Phoma arachidicola Marasas et al.) e ferrugem (Puccinia
arachidis Speg.) (Godoy et al.,, 1999). Arachis hypogaea apresenta uma baixa
variabilidade de genes de resisténcias a pragas, doencas e caracteristicas de
interesse agrondmico como resisténcia a restricdo hidrica, tipica do semi-arido
brasileiro (Dwivedi et al., 2003). No entanto, resisténcia a essas doencgas tem sido
encontrada em outras espécies de Arachis (Stalker & Simpson, 1995; Santos, 1999;
Rao et al., 2003; Dwivedi et al., 2003; 2006). A transferéncia de genes de espécies
silvestres para o amendoim cultivado tem sido bem sucedida, a partir de espécies da
secdo Arachis. Simpson e colaboradores (1993) apresentaram a linhagem TxAGS6,
um anfidiploide tri-hibrido sintético {A. batizocoi x (A. cardenasii x A. diogoi)}°, que
apresenta varias caracteristicas desejaveis, ja deu origem a uma cultivar de A.
hypogaea resistente a nematoéides. Garcia et al. (1995) selecionaram 73 marcadores
RFLP, junto a 70 marcadores RAPD, para a andlise de linhagens tetrapléides
resultantes de um cruzamento entre A. hypogaea (AB), altamente suscetivel, e A.
cardenasii (A), resistente a Meloidogyne arenaria. Com isso, 0s autores detectaram
a introgressao de regides cromossdmicas da espécie silvestre dipldide no amendoim
cultivado e, posteriormente, identificaram dois genes dominantes que conferiam

resisténcia a Meloidogyne arenaria raca 1 (Garcia et al. 1996).



1.5.Melhoramento molecular de plantas

A metodologia classica de melhoramento genético das principais culturas,
baseada em principios mendelianos associados a genética quantitativa e métodos
estatisticos, tem permitido avancos genéticos cada vez menores (Dekkers, 2002). O
uso de selecdo assistida por marcadores moleculares nos programas de
melhoramento pode acelerar consideravelmente, além de tornar mais eficiente, o
processo de introgressdo de genes desejados. Dentre as vantagens da selecao
assistida podemos apontar que esta permite a selecdo precoce e indireta de
genaotipos superiores, bem como aumenta a confiabilidade da selecéo por ndo estar
sujeita a efeitos ambientais (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

O melhoramento genético assistido por marcadores moleculares € baseado
na associacao entre caracteristicas de interesse e variagfes alélicas de marcadores
genéticos, e para tal sdo necessarios a construcdo de mapas de ligacdo e o
mapeamento dos genes de interesse. Em programas de melhoramento de plantas
tradicionais, em que se utilizam espécies silvestres para a introducdo de genes de
resisténcia a estresses bidticos e abidticos, sdo comuns o0s esquemas de
retrocruzamentos. Em cada geracao de retrocruzamento com uma cultivar elite, sdo
selecionadas as plantas que apresentam o fendétipo do alelo silvestre a ser
introgredido e o fendtipo do parental elite recorrente para as outras caracteristicas.
Este processo resulta na introgressao de grande fragdo do genoma doador silvestre
associado ao gene a ser selecionado (“linkage drag”) e, portanto, alelos indesejaveis
do parental doador séo introduzidos junto aos genes de interesse. Neste esquema,
varias geracdes de retrocruzamentos (6 a 8 geracdes) sdo, em geral, necessarias
para a eliminacdo de caracteristicas indesejaveis transmitidas pelo parental doador,
enquanto o gendtipo do parental recorrente € mantido para os demais locos (Collard
et al., 2005).

Marcadores microssatélites sao ideais para o desenvolvimento de mapas de
ligagdo por serem codominantes, aparentemente distribuidos por todo o genoma,
multialélicos e baseados em PCR (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Em estudos
comparativos, em plantas, também foi mostrado que marcadores SSR sdo mais
polimorficos do que outros tipos de marcadores moleculares (Powell et al., 1996;
Milbourne et al., 1997; Bohn et al., 1999). Uma vantagem adicional é que esses

marcadores apresentam, em geral, alta taxa de transferéncia entre espécies

6



aparentadas e até mesmo entre géneros da mesma familia (Choumane et al., 2004;
Gutierrez et al., 2005). A transferibilidade de SSR em A. hypogaea para espécies
silvestres da secdo Arachis tem sido relativamente alta, como foi mostrado por
Moretzsohn et al. (2004) e Gimenes et al. (2007).

Marcadores microssatélites ou SSR (“simple sequence repeats”) sao
conjuntos de sequéncias de um a seis nucleotideos (“motif’) que se repetem em
“tandem” em genomas eucariotos (Tautz & Renz, 1984; Litt & Luty, 1989). Com a
utilizacdo de um par de primers especificos, complementares as sequéncias
conservadas flanqueadoras do loco SSR, a amplificacdo via PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase) permite a identificagdo de polimorfismo do loco, devido a
diferencas no numero de motifs entre os individuos analisados (Tautz, 1989; Weber
& May 1989; Hancock, 1995). Cada segmento amplificado de tamanho diferente
representa um alelo diferente do mesmo loco (Figura 1.2).

As técnicas de genotipagem tém se tornado cada vez mais otimizadas,
informativas e automatizadas, obtendo-se um custo eficaz. A deteccdo por
fluorescéncia dos fragmentos de marcadores microssatélites, juntamente com a
andlise semi-automatizada, tem-se mostrado potente para atender a muitos desses
critérios (Mitchell et al., 1997). O uso dessa técnica tem uma grande vantagem em
relacdo as técnicas de deteccdo por microssatélites radioativos e gel de prata, pois
além de aumentar a eficiéncia e a precisédo dos resultados, reduz consideravelmente

0 risco de exposicao a radioisotopos e a ions de prata (Krishna et al., 2004).
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Figura 1.2 - Base genética e detecc@o de polimorfismos de microssatélites. Painéis A e B ilustram
gendtipos homozigoto (alelos iguais) e heterozigoto (alelos diferentes), respectivamente, para uma
regido gendbmica que compreende um microssatélite de elementos (CA)/(GT). O painel C ilustra um
gel de eletroforese com diferentes gendtipos homozigotos (uma banda) e heterozigotos (duas
bandas) em individuos dipléides (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

1.6.Mapeamento genético

Mapas genéticos vém sendo propostos e desenvolvidos desde o inicio do
século passado, baseados em marcadores morfoldgicos e citoldgicos. As primeiras
idéias de mapeamento surgiram na primeira década de 1900, quando Morgan e
colegas deram base para a teoria de que a segregacdo de alguns caracteres
morfolégicos ndo ocorria independentemente, e quando Stutervant sugeriu a
utilizacao da frequiéncia de recombinantes como uma medida de distancia entre dois
genes na construcdo de mapas genéticos, futuramente chamada de centiMorgan
(cM). A quantidade desses caracteres € limitada e, somente na década de 1980, a
construgdo de mapas tornou-se uma tarefa relativamente facil, rdpida e ilimitada
para diversas espécies, devido ao surgimento dos marcadores moleculares, sendo
possivel estender essa ferramenta a varias espécies vegetais (Carneiro & Vieira,

2002; Coelho & Silva, 2005). Atualmente é possivel a construcdo de mapas de



ligacdo altamente saturados e ampla cobertura do genoma em um curto prazo
(Pereira & Pereira, 2006).

Os mapas obtidos a partir de marcadores moleculares podem ser utilizados
(1) na identificacdo e mapeamento de locos que controlam caracteristicas
monogénicas ou quantitativas , conhecidos também como QTL’s (“Quantitative Trait
Loci”) (Ferreira & Grattapaglia, 1998), que apo0s serem mapeados, podem ser
utilizados para selecdo indireta (ou selecdo assistida por marcadores — SAM),
ajudando nos programas de melhoramento tornando esse processo mais rapido e
eficiente (Moretzsohn, 2006). (2) S&o utilizados em biotecnologia, servindo de base
para isolamento de genes, técnica conhecida como clonagem baseada em
mapeamento ou clonagem posicional, sendo necessaria a construcdo de uma
biblioteca que tenha grandes fragmentos de DNA genémico, como BACs — “bacterial
artificial chromossomes” (Moretzsohn, 2006). (3) Também s&o usados para analise de
sintenia ou estudos de mapeamento comparativo, colaborando na compreenséo sobre
a evolucdo dos genomas, comparando as estruturas gendmicas de diferentes
espécies, observando a conservacdo das distancias e ordem nos cromossomos,
podendo entdo ser usados como um meio de obtencdo de mapa Unico de referéncia
para as espécies vegetais cultivadas ao nivel de familias taxondmicas (Carneiro &
Vieira, 2002). Coelho & Silva (2005) mostraram que existe uma alta homologia entre
estruturas genbmicas de diversas espécies, apontando que genes de interesse ou
QTL’s sao compartilhados por diferentes genomas.

Para a construcdo de um mapa genético sdo necessarias trés etapas principais:
escolha da populacdo de mapeamento, identificacdo de polimorfismos e analise de
ligacdo entre os marcadores.

Para a constru¢cdo do mapa de ligacdo € necessaria uma populacéo gerada a
partir de genitores fenotipicamente contrastantes, preferencialmente para caracteres
de interesse agronémico/econdmico, uma vez que a localizacdo dos genes ou QTLs
gue controlam essas caracteristicas sdo de grande interesse para o melhoramento
de plantas (Carneiro & Vieira, 2002). Um mapa genético ou de ligacdo € construido a
partir de um desequilibrio de ligacéo, definido como desvios das frequéncias alélicas
observadas em relacdo as esperadas sob independéncia. Esse desequilibrio pode ser
causado por fatores como deriva genética e selegdo, sendo assim necessério o
desenvolvimento de uma populacdo de mapeamento, na qual o desequilibrio

é
originado pela ligacdo fisica entre os locos (Coelho & Silva, 2005), ou seja, a
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populacdo deve ser segregante, com progenitores contrastantes para as
caracteristicas que se pretende estudar, e que possuam uma distancia genética
suficiente para identificacdo de marcadores polimorficos (Moretzsohn, 2006).

As populacdes mais utilizadas em mapas genéticos sédo as populacdes obtidas
por retrocruzamento, populacdes F,, linhagens puras recombinantes (RIL -
“‘Recombinant Inbred Lines”), linhagens de duplo-haploides e cruzamento entre
individuos heterozigotos (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Coelho & Silva, 2005). Uma
progénie F; pode ser usada para a obtencdo das populacbes de mapeamento dos
tipos: F, duplos-haploides, obtidos através da regeneracdo de plantas pela
duplicacéo de polen; retrocruzamento RC1, no qual a F; é retrocruzada com um dos
parentais; F, segregante por autofecundacdo do hibrido F;; e linhagens puras
recombinantes (RILs) (Jones, 1997). Populacdes F;, apresentam vantagens sobre os
demais tipos, pois sdo de mais rapida obtencdo e apresentam 0 maximo
desequilibrio de ligagdo, ja que os individuos desta sdo portadores de dois gametas
informativos (Coelho, 2000, citado por Carneiro & Vieira, 2002).

Para identificacdo dos marcadores polimorficos € necessario testar centenas
de marcadores nas plantas progenitoras da populacéo a ser utilizada, dependendo
da distancia genética existente entre elas. A selecdo de qual marcador utilizar vai
depender de suas caracteristicas, como por exemplo, as vantagens e desvantagens,
disponibilidade dos marcadores para a espécie, custo, entre outros. Entdo, apos a
selecdo dos marcadores polimérficos, eles serdo genotipados em toda a populacao
de mapeamento e serdo analisados os padrdes de segregacao, geralmente pelo
teste de X?. Os padrdes de segregacdo dependem do tipo da populacdo e do
marcador utilizado, podendo ser 1:2:1, 3:1 ou 1:1 (Moretzsohn, 2006).

Quanto a analise de ligacéo dos locos, trés etapas sdo fundamentais: detectar
a ligacdo entre os marcadores, determinar as distancias genéticas e ordenar 0s
marcadores nos grupos de ligacao.

Observando as freqUéncias alélicas observadas e esperadas sob
independéncia, € possivel verificar a existéncia de uma associagéo entre dois locos
ou a ligacéo entre pares de marcadores. Essas frequéncias podem ser calculadas
por modelos estatisticos como os testes de significancia X* ou pela razdo de
verossimilhanca (LR) (Carneiro & Vieira, 2002; Coelho & Silva, 2005, Moretzsohn,
2006). Essa estatistica permite avaliar a significancia de dada hipétese pela razéo

da funcao de verossimilhanca com valor estimado (onde ha ligacdo entre os locos) e
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outra com o valor fixado do parametro (Ho — ndo hé ligacdo). Esse teste possui uma
distribuicdo aproximada de X?. Visando ajudar a interpretacdo desse modelo, tem-se
usado bastante na construcdo de mapas genéticos a estatistica do LOD escore (“log
of the odds”), que € o logaritmo na base 10 (log) da razdo de verossimilhanca.
Normalmente os locos considerados como ligados apresentam valores de LOD
superiores ou iguais a 3, ja que esse indica uma hipétese alternativa de 10° = 1000
vezes mais verossimil que a hipotese nula de segregacdo independente (Coelho &
Silva, 2005; Cruz & Silva, 2006; Moretzsohn, 2006). Segundo Vieira e Carneiro
(2002) para estabelecimento dos grupos de ligacdo, o LOD deve variar de 4 a 6, pois
com grande quantidade de marcadores, LOD escores menores podem resultar em
ligacdes ilegitimas e valores acima de 6 podem ocasionar a fragmentacdo dos
grupos de ligacao.

As distancias genéticas (centiMorgan) sdo determinadas pela distancia entre
dois locos, de acordo com a freqtiéncia de recombinacdo ocorrida em cada geragao
ao longo dos cromossomos. Porém as frequéncias de recombinacdo ndo sao
aditivas, sendo inadequadas como medida direta de distancia entre dois marcadores
a serem mapeados, impedindo a adicdo de novos marcadores no mapa, sem que
seja necessario ajustar as distancias ja estabelecidas. Para corrigir esse problema,
foram criadas funcdes de mapeamento, sendo que as mais utilizadas em
mapeamento genético vegetal tém sido as funcbes de Haldane (1919) e Kosambi
(1944) (Liu, 1998; Coelho & Silva, 2005). A funcdo de Haldane considera que a
recombinacdo é independente (sem interferéncia), ja a de Kosambi admite que as
permutas proximas ndo sao independentes, ou seja, leva em consideracdo a
presenca de interferéncia entre regifes relativamente préoximas, decrescendo para
locos mais distantes e igual a zero para locos independentes (Vieira & Carneiro,
2002, Coelho & Silva, 2005; Moretzsohn, 2006).

Pode-se definir grupo de ligagdo como sendo um grupo de genes localizados
no mesmo cromossomo. ApOs 0 conhecimento das frequéncias de recombinacgéo
entre cada par de locos, identificam-se os grupos de ligacdo (Carneiro & Vieira,
2002). Programas utilizados para construcdo de mapas genéticos, como O
Mapmaker (Lander et al., 1987), possibilitam a detec¢éo de ligacdo em um conjunto
de centenas de marcadores pelo LOD escore, além de permitir o ordenamento dos
marcadores dentro dos grupos de ligacdo. Como passo seguinte, tem-se a

determinacdo da melhor ordem dos marcadores que € um processo que tem como
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objetivo minimizar a quantidade de permutas genéticas (Liu, 1998; Moretzsohn,
2006). Esse ordenamento pode ser realizado em grupos de trés marcadores ou por
marcadores multiplos, e existem diversas técnicas que visam a otimizacdo e
confiabilidade na obtencdo da ordem correta, apresentando, cada técnica, suas
vantagens e desvantagens (Carneiro & Vieira, 2002; Coelho & Silva, 2005;
Moretzsohn, 2006; Cheema & Dicks, 2009). Moretzsohn (2006) ressalta, ainda, que
a confiabilidade da determinacdo da melhor ordem dos marcadores no grupo de
ligacdo relaciona-se diretamente com o numero de individuos da populacdo de
mapeamento e, quanto maior o numero de individuos, maior a confiabilidade.

O uso de diferentes marcadores moleculares, tais como RAPDs (“Random
Amplified Polymorphic DNAs”) (Hilu & Stalker, 1995; Raina et al., 2001; Santos et al.,
2003; Garcia et al., 2006), AFLPs (“Amplified Fragment Length Polymorphisms”)
(Gimenes et al., 2002b; Herselman, 2003; Milla et al., 2005; Tallury et al., 2005),
RFLPs (“Restriction Fragment Length Polymorphisms”) (Kochert et al., 1991) e
microssatélites ou SSR (“Simple Sequence Repeats”) (Hopkins et al., 1999;
Ferguson et al., 2004; Krishna et al., 2004; Moretzsohn et al., 2004; 2005; Gimenes
et al., 2007) tem demonstrado que o amendoim possui uma estreita base genética e
como alternativa, espécies silvestres tém sido utilizadas para a constru¢do de mapas
genéticos em Arachis.

O primeiro mapa de ligagdo desenvolvido para o género Arachis foi obtido a
partir de uma populacédo derivada do cruzamento entre duas espécies dipléides de
genoma A: A. stenosperma e A. cardenasii (Halward et al., 1993). Os marcadores
mapeados foram utilizados por Garcia et al. (1996) para acompanhar a introgressao
de segmentos gendmicos da espécie A. cardenasii, portadores genes de resisténcia
a Meloidogyne arenaria, em linhagens de introgressdo com o genoma recorrente de
A. hypogaea.

Devido ao baixo polimorfismo de marcadores moleculares detectado em
A.hypogaea, tem sido proposta a obtencdo de populacbes de mapeamento por
hibridacdes de anfidiploides sintéticos e A.hypogaea. Burow e colaboradores (1996)
utilizaram uma populagdo de retrocruzamento (RC4F;) entre A. hypogaea e uma
planta anfidiploide sintética (TxAG-6), obtida a partir de cruzamentos entre trés
espécies silvestres dipldides {A. batizocoi x (A. cardenasii x A. diogoi)}°, junto a
técnica de BSA (“Bulked Segregant Analysis”), para a identificacdo de marcadores

RAPD associados a genes de resisténcia a nematdides (M. arenaria).
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Posteriormente marcadores RFLP associados a esses genes (Choi et al., 1999)
foram utilizados na selecéo assistida (Church et al., 2000) e individuos homozigotos
para resisténcia a M. arenaria puderam ser identificados precocemente ainda em
viveiro, resultando em grande economia de tempo e espaco.

Moretzsohn et al.,, 2005 publicaram o primeiro mapa de ligacdo de Arachis
baseado em marcadores microssatélites, desenvolvidos a partir de bibliotecas de
cDNA e de bibliotecas genbmicas. Foi utilizada uma populacdo F,, resultante do
cruzamento de duas espécies dipléides com genoma A (A. duranensis x A.
stenosperma). Ao todo foram mapeados 170 locos distribuidos em 11 grupos de
ligagdo, gerando um mapa de 1645,1 cM. Posteriormente, a inclusdo de novos
marcadores resultou em um mapa com 188 microssatélites, 80 marcadores génicos,
de cépias Unicas (ancoras) e 35 analogos a genes de resisténcia (RGAs), além de
alguns SNPs e AFLPs, distribuidos em 10 grupos de ligacdo, como esperado para
espécies diploides de Arachis (Leal-Bertioli et al., 2009). Complementarmente,
construiu-se de um mapa para o genoma B, desenvolvido com base em uma
populacdo F, dipldide, resultante do cruzamento entre A. ipaénsis e A. magna
(Moretzsohn et al., 2009). Foram mapeados 149 marcadores codominantes,
principalmente microssatélites, em 10 grupos de ligacédo, cobrindo uma distancia de
1294,4 cM. Com esse mapa 51 marcadores em comum com o mapa disponivel para
0 genoma A, mapearam de forma colinear nos dois mapas, evidenciando a sintenia
entre os genomas A e B.

Para o genoma tetrapléide de Arachis, foi publicado um mapa obtido a partir
da andlise de 88 individuos de uma populacdo RC;F;, resultante do cruzamento
entre A. hypogaea e um anfidipléide sintético [A. ipaénsis x A.duranensis]® (Foncéka
et al.,, 2009). Foram mapeados, em 21 grupos de ligacdo, 298 marcadores
microssatélites, cobrindo uma distancia total de 1843,7 cM. A comparacdo desse
mapa com o mapa diploide do genoma A (Moretzsohn et al., 2005) mostrou alta
sintenia e evidenciou a ocorréncia de um evento de translocacdo cromossémica

ocorrido antes da tetraploidizacdo do amendoim cultivado.

1.7.Linhagens de introgresséao
Linhagens de introgressao (“introgression lines” ou ILs) sdo um conjunto de

linhagens quase isogénicas desenvolvidas por sucessivos retrocruzamentos, em que

13



cada linhagem carrega um segmento cromossdmico especifico de um genoma
divergente. Estas linhagens sdo ferramentas Uteis para mapeamento preciso de
QTLs e a avaliacdo da acdo ou interacdo génica em estudos teoricos. Uma
populacdo completa de ILs reconstitui 0 genoma doador parental pela sobreposicao
de segmentos cromossOmicos e imortaliza este genoma, uma vez que estas
linhagens podem ser mantidas por autopolinizacdo. Tais populagbes sao
especialmente Gteis na identificacdo de QTLSs, pois a diferenca fenotipica entre uma
linhagem e o parental recorrente € atribuida aos genes localizados no segmento
cromossomico introgredido (Lippman et al., 2007).

Os principios da abordagem de ILs foram primeiramente demonstrados em
tomate (Lycopersicon esculentum) por Eshed & Zamir (1995). Lycopersicon pennellii,
um parente distante do tomate cultivado, possuidor de adaptacdes Unicas em termos
morfologicos, reprodutivos, quimicos e respostas a estresses bibticos e abidticos, foi
hibridizado com L. esculentum, produzindo a primeira populacdo de ILs usada para a
identificacdo de QTLs interespecificos. Nos ultimos anos, ILs de tomate, portadoras
de segmentos cromossémicos de espécies silvestres, demonstraram milhares de
QTLs afetando caracteristicas ligadas a adaptacdo das plantas, morfologia,
producdo, metabolismo e expressdo génica. QTLs para tamanho de fruto e
composicdo de acucar foram isolados por clonagem posicional, enquanto outros
foram utilizados em programas de melhoramento assistido por marcadores (Lippman
et al., 2007).

Um conjunto de 159 ILs portadoras de segmentos cromossOmicos de uma
espécie selvagem de arroz (Oryza rufipogon Griff.) em um ‘background’ de uma
cultivar Indica (Oryza sativa L.), foi desenvolvido usando 126 locos microssatélites
(Tian et al., 2006). Em conjunto, as 159 linhagens representavam 67,5% do genoma
de O. rufipogon. A proporcdo média do genoma doador em linhas BC4F,4 era de
2,2%, correspondendo a segmentos de menos de 10 cM. Analise de QTLs nessa
populacdo identificou 17 locos ligados a caracteristicas de producdo, com locos
provenientes de O. rufipogon sendo associados ao incremento de producéo, ainda
gue o fendtipo de O. rufipogon fosse inferior ao parental recorrente.

Com base no mapa publicado para o genoma tetrapldide de Arachis (Foncéka
et al., 2009), obtido a partir de uma populacdo RC;F;, resultante do cruzamento
entre A. hypogaea e um anfidipldide sintético [A. ipaénsis x A. duranensis]® foram

selecionades 115 marcadores, bem distribuidos pelos 21 grupos de ligagéo, para
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andlise de 123 individuos BC,F;. Em duas geracfes de retrocruzamento, BC;F; e
BC,F,, foi possivel obter um conjunto de linhagens, onde a média do conteudo
gendmico doador foi de 49,8% e 22,2%, respectivamente. A selecdo assistida em
duas geracbes de retrocruzamento possibilitou a obtencdo de 59 linhagens
portadoras de segmentos gendmicos silvestres, com a recuperacdo média de 79%
do genoma cultivado recorrente, e estas em conjunto apresentaram uma cobertura
otima do genoma silvestre. Este conjunto de linhagens facilitara o desenvolvimento
de populacdes avancadas de retrocruzamento, para a utlizacdo do valioso

repositério de genes Uteis presente nas espécies silvestres do género Arachis
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2. OBJETIVOS

A construcdo de um mapa genético para o genoma tetrapléide de Arachis,
usando marcadores microssatélites, desenvolvidos a partir de bibliotecas genémicas
e de ESTs.

O desenvolvimento de linhagens de introgressdo (ILs) por meio de
hibridacdes interespecificas e caracterizacdo da introgressdo dos segmentos
gendmicos do parental doador em A. hypogaea, por meio de marcadores
microssatélites selecionados com base no mapa genético obtido para 0 genoma
tetrapldide de Arachis.
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3. MATERIAL E METODOS

O projeto foi executado no Laboratério de Genética Vegetal da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia e no Horto Botanico da Universidade Catodlica

de Brasilia.

3.1.Construcéo do mapa de ligacao

3.1.1. Material vegetal

Uma populacdo de mapeamento F, com 156 individuos foi desenvolvida a
partir de autofecundacdo de um individuo F;, resultante do cruzamento da cultivar
Runner IAC 886 (A. hypogaea) e uma planta anfidipléide sintética, originada do
cruzamento entre duas espécies silvestres diploides: A. ipaénsis KG 30076 (genoma
B) e A. duranensis V14167 (genoma A), tratado com colchicina para a duplicagao
dos cromossomos (Figura 3.1).

Os acessos de espécies silvestres foram obtidos no Banco Ativo de
Germoplasma de Arachis, mantido na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia — DF (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 — Acessos de espécies de Arachis utilizadas. Cédigo do acesso, nome da espécie,
registro (codigo brasileiro de acesso — BRA ou registro nacional de cultivares — RNC), municipio de
coleta, pais de coleta, latitude, longitude e altitude.

Acesso* Espécie Registro | Municipio | Pais Lat (S) Long (W) Alt (m)
VNVEv 14167 A. duranensis Krapov. & W. BRA o A o opr
C. Gregory 036200 Salta ARG | 24°45 65° 26
cv. Runner IAC 886 | A. hypogaea subsp. RNC
hypogaea var. hypogaea 11541
KGBPScS 30076 A. ipaénsis Krapov. & W. C. BRA o A o np
Gregory 036234 Ipa BOL 21° 00 63° 25 650

*Coletores: B= Banks, Ev= A. Echeverry, G= W. C. Gregory, K= A. Krapovickas, Nv= L. Novara,P= J. R. Pietralli, S = C. E.
Simpson, Sc= A. Schinini, V = J. F. M. Valls.

3.1.2. Extracdo de DNA

Tecidos foliares jovens foram utilizados para a extracdo do DNA gendmico
total das plantas analisadas segundo o método CTAB 2% adaptado por Moretzsohn
(2006). A quantificacdo de DNA extraido foi feita por eletroforese em gel de agarose
(1% de concentragdo massa/volume) corado com brometo de etidio, comparando-se
a fluorescéncia com diferentes padroes de DNA fago A. As amostras de DNA foram
diluidas a uma concentragao de uso de 2,5ng/pl.
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A. ipaénsis A. duranensis

Genoma BB (2x) X Genoma AA(2x)

Hibrido interespecifico
Genoma AB(2x)

U

A. hypogaea

Runner |AC 886 X Genoma AABD (4
A. hypogaea X ibrido
Runner IAC 886 pecifico (F1)

A. hypogaea ®
RPN g P opulagioRC1 H

lacdo F2
A-hypogaea |\ IS :-

Runner|AC 886

Duplicagcao de cromossomaos
com colchicina

Figura 3.1 — Esquema de hibridac¢des artificiais para desenvolvimento da populagdo de mapeamento
F, e de linhagens de introgresséo (ILs) em Arachis hypogaea.

3.1.3. PCR e analise dos locos microssatélites
Um total de 636 marcadores microssatélites foi testado nas plantas
progenitoras, para identificacdo de locos polimérficos. Para a andlise dos locos por

eletroforese em gel de poliacrilamida (5%), as PCRs foram realizadas em volumes

de 13 puL, contendo tampao de PCR 1X (Tris-HCI 10mM pH8,3, KCI 50mM), MgCl,
2,0 mM, 0,2 mM de cada dNTP, uma unidade de Tag DNA polimerase, 1 ng/uL de
BSA purificado, 5 pmol de cada primer e 7,5 ng de DNA gendmico. As amplificacdes
ocorreram em termocicladores ABI 9700 (Applied Biosystems), com as seguintes
condi¢cbes: desnaturacédo inicial a 94°C por 15 minutos, seguida por 30 ciclos de
94°C por 1 minuto, 48-64°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto; e uma extenséo final a
72°C por 10 minutos. Cada par de primers teve sua temperatura de anelamento
otimizada, visando a obtencdo de melhor resolucdo e maior especificidade dos
produtos de PCR.
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Os produtos de PCR amplificados foram analisados por meio de eletroforese
em gel de poliacrilamida 5% corado com solucao de nitrato de prata 0,2%, adaptado
de Creste et al. (2001). A determinagao do tamanho dos fragmentos amplificados foi

feita por comparagao com o marcador de peso molecular “10 pb DNA Ladder".

3.1.4. Construcédo do mapa de ligacao

Os locos identificados como polimorficos foram analisados nos 156 individuos
da populacdo de mapeamento F,. O teste de qui-quadrado (X?) foi utilizado para
verificar a hipotese nula de segregacdo 1:2:1 ou 3:1 dos marcadores, a uma
probabilidade de p>0,05. Para a construcdo do mapa de ligacdo foi utilizado o
programa Mapmaker Macintosh v2.0 (Lander et al., 1987) e a metodologia descrita a
seguir, segundo Moretzsohn (2006). Um LOD escore minimo de 4 e uma fracdo de
recombinacdo maxima (8) de 0,35 foram utilizados como parametros para
estabelecimento dos grupos de ligagdo, usando a fungdo “group”. A ordem mais
provavel dos marcadores em cada grupo de ligacédo foi estimada usando a funcgéo
“first order”. As ordens dos marcadores foram confirmadas por comparagcdes das
verossimilhancas (LOD escores) de todas as possiveis ordens usando o comando
‘compare” e por permutag¢des de todas as trincas de marcadores adjacentes (funcao
“ripple”). Em uma segunda etapa, o LOD escore foi reduzido até 3, para possibilitar a
inclusdo de novos marcadores nos grupos. O comando “try” foi entdo usado para
determinar a posicdo exata dos novos marcadores dentro de cada grupo. Em
seguida, os marcadores distorcidos e os marcadores dominantes (microssatélites
segregando 3:1, ou seja, presentes em um dos progenitores e ausentes no outro)
foram incluidos, usando a fung¢ao “group”. As novas ordens obtidas foram novamente
confirmadas com os comandos “first order”, “compare” e/ou “ripple”. As fragcdes de
recombinacdo foram convertidas em distancias de mapa, em centimorgans (cM),

usando a funcédo de mapeamento de Kosambi.

3.2.Desenvolvimento de linhagens de introgressao

3.2.1. Material vegetal e hibridagcdes
Para o desenvolvimento das linhagens de introgresséao (ILs), uma planta da

progénie F; resultante da hibridacéo artificial entre a cultivar Runner IAC 886 e o
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anfidipldide sintético, resultante do cruzamento entre duas espécies silvestres
diploides: A. ipaénsis KG 30076 (genoma BB) e A. duranensis V14167 (genoma AA),
tratado com colchicina para a duplicacdo dos cromossomos (Favero et al., 2006), foi
retrocruzada com a cultivar Runner IAC 886 na estacdo de cruzamentos de
2006/2007, gerando a progénie RC; (Figura 3.1). No ambito desse projeto foi
produzida a populacdo RC, no Horto Botanico da Universidade Catdlica de Brasilia
(estacdo de cruzamentos 2007/08).

Os cruzamentos foram realizados fazendo-se a emasculacdo dos botbes
florais das plantas utilizadas como genitor feminino no periodo da tarde, em que os
gréos de pdlen ainda estao imaturos, impedindo que ocorra a autopolinizagdo. Na
manha do dia seguinte, fez-se a polinizagcdo com auxilio de uma pinc¢a utilizando-se
polen dos respectivos genitores masculinos (Figura 3.2). Todas as polinizacdes

foram contadas e listadas.

Figura 3.2 — Plantas hibridas RC; mantidas em telado para esta¢do de cruzamentos 2007/08.

3.2.2. Identificacado de hibridos

As sementes das progénies foram colocadas para germinar e plantas hibridas
foram identificadas por meio de caracterizacdo molecular com onze marcadores
microssatélites (Tabela 3.2). A extracdo de DNA, a PCR e analise dos locos
microssatélites foram feitas como descrito anteriormente nos itens 3.1.2 e 3.1.3. Os
produtos de PCR amplificados foram analisados por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida 5% corados com solugdo de nitrato de prata 0,2%, adaptado de
Creste et al. (2001).
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Tabela 3.2 — Marcadores microssatélites usados na genotipagem das linhagens de introgresséao.
Pares de primers marcados com asterisco amplificaram dois locos, em negrito marcadores
microssatélites utilizados na identificacdo de hibridos nas progénies RC; e RC,.

Par de

primers SSR Referéncia Primer direto (5'-3") Primer inverso (5'-3") Motif / SSR
AC2A04 Moretzsohn et al., 2005 | gatcactccagataatcac aaggttatcactcacgtc (TG)15

Ah2 Gimenes et al. 2007 ttacacggtagcccatttcc ccaaaccacaattcagtagcaa (AC)10

gi-623 Moretzsohn et al., 2005 | ggggaggattacatagtagagtttg | cacagatccatatactttaacatagca | (CT)12

Lec-1 Hopkins et al. 1999 caagcatcaacaacaacga gtccgaccacatacaagagtt (AT)18

PM120 He et. al. 2003 tgtgtgaatgtggaggatgaa atggatccaacggttaccaa (gA;z(GT)S’ (CAYs,
PM24 He et. al. 2003 cggaagcggaagttatgttt ccgaaaggtatgagacccaat (GA)1s

PM32 * He et. al. 2003 agtgttgggtgtgaaagtgg gggactcggaacagtgtttatc (CTM)1s

PM45 He et. al. 2003 tgagttgtgacggcttgtgt gatgcatgtttagcacacttga (GA)16

RI2A06 * Moretzsohn et al., 2005 | ttcctaaactggaagcgtgttc caagagctttcttctgccattc (GA)14

RM6F03 Proite et al., 2007 catcgttctctgctatctcctg gaaatctgacgcaatgttcaag (CT)7

RM7E04 Proite et al., 2007 caattgaatggagtgcaatttt ttggcataaagatgcgatctaa (GA)12
RN10F09 Moretzsohn et al., 2005 | ccatccagaaaagcgaaatc caatgaagaagaatccgaaacc (TTA)4 + (AGT)8
RN22A12 * Moretzsohn et al., 2005 | cacgagaagcagaggaagaaga | gcagcaacaactcagggaagt (CAG)6 + (CAA)S
RN23A07 Proite et al., 2007 tggatctatcatcttttaatcctca acccatacattcaaaactcaaaa (TC)8

RN31E11 * Proite et al., 2007 ttctctctctaaatcgggttcg aagcctctggaaggtggag (AG)9

RN34H10 Proite et al., 2007 cacctcaaaagcgaagattgt ggatataaatatagctaggagcctgtg | (TA)11

RN35H04 Proite et al., 2007 catcaaaagtgttttcttggtttg aaagtgaattacaagtgcaaagagg | (TA)9

RN5HO02 Moretzsohn et al., 2005 | tatgaggtttcaagggatggtg cccacacagcaagaactgatt (AT)11

seq2F5 * Ferguson et al. 2004 tgaccaaagtgatgaaggga aagttgtttgtacatctgtcatcg (taa)17

seq3D9 Ferguson et al. 2004 ttcacccgtacaaaccagtg cctcggcagatctggagtaa (ga/gt)19
TC2C07 Moretzsohn et al., 2005 | caccacactcccaaggtttt tcaagaacggctccagagtt (CT)23

TC3B04 Moretzsohn et al., 2005 | gaagaagaagtcactgcggc aagctagtttctgattaaagcacca (TC)23

TC3B05 Moretzsohn et al., 2005 | ggagaaaacgcattggaact tttgtccecgttgggaatagt (AG)25

TC3EO02 Moretzsohn et al., 2005 | tgaaagataggtttcggtgga caaaccgaaggaggaacttg Egp)? *(CA7 +
TC3G05 Moretzsohn et al., 2005 | gatcccaagtctccagagga aacaacaaggaggcagagga E?é)cz;? *+(CTN15 +
TC3H07 Moretzsohn et al., 2005 | caatgggaggcaaatcaagt gccaaatggttccttctcaa (GA)20 + (TTC)4
TC4E10 Moretzsohn et al., 2005 | acgtcatcttccctectect ccattttctcctcgaaccaa Eg%Tl): +(Miz+
TC4G02 * Moretzsohn et al., 2005 | gatccaactgtgaattgggc cacaccagcaacaaggaatc (TC)27

TC4H02 Moretzsohn et al., 2005 | accgcaaactcatccatctc gatagcgtcagaggcagagg (TC)16 + (CT)5
TC5D06 Moretzsohn et al., 2005 | gaaattttagttttcagcacagca ttttcccctcttaaattttctcg (AG)21

3.2.3. Genotipagem das linhagens de introgresséo

O acompanhamento da introgressao de segmentos genémicos do parental

doador

(anfidiploide silvestre) no background gendmico das

linhagens de

introgressao nas geracdes RC; (38 individuos) e RC, (68 individuos), foi feito com

base em 36 locos mapeados em 11 grupos de ligagdo do mapa genético construido

com a populacao F, do presente trabalho.
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Nessa genotipagem, foram utilizados primers microssatélites marcados com
fluorescéncia e eletroforese capilar em sequenciador automético de DNA ABI 3700
(Applied Biosystems, CA, EUA). As PCRs foram realizadas em volumes de 5 pL,
usando o kit Qiagen® Multiplex PCR Kit que contém Master Mix (Taq DNA
polimerase, tampdo de PCR e dNTPs), Solucdo Q e agua destilada ultra pura, 1
pmol de cada primer marcado com fluorescéncias 6-FAM (azul), HEX (verde) e NED
(amarela) e 2,5 ng de DNA genbmico. Para eletroforese, foram adicionados a 1 pL
do DNA amplificado, 8,5 pL de Hi-Di formamida e 0,5 puL do padrdo com
comprimentos de fragmentos conhecidos, marcado com fluorescéncia ROX
(vermelha).

As amplificacbes ocorreram em termocicladores ABI 9700 (Applied
Biosystems), com as seguintes condicfes: desnaturacdo inicial a 94°C por 15
minutos, seguida por 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 48-64°C por 1,5 minuto, 72°C
por 1,5 minuto; e uma extenséo final a 72°C por 30 minutos. Cada par de primers
teve sua temperatura de anelamento otimizada, visando a obtencdo de melhor
resolucao e maior especificidade dos produtos de PCR.

Os dados obtidos apoés eletroforese foram analisados usando os programas
GeneScan® e Genotyper® (Applied Biosystems, CA, EUA). Para a andlise da
introgressdo e construcdo do gendétipo grafico de cada linhagem foi utilizado o
software CSSL Finder versdo 0.9a14 (2008-2010, Mathias Lorieux). Foi observada a
porcentagem de genoma silvestre introgredido em cada linhagem nas geracdes RC;
e RC;.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Construcao do mapa de ligacao

O DNA extraido do material vegetal visualizado ap0s eletroforese em gel de
agarose mostrou uma quantidade e qualidade satisfatérias para a execucao das
analises moleculares (Figura 4.1).

A150 A300 =

WYY

Figura 4.1 — Amostras de DNA extraido de individuos da populacéo F, apés eletroforese em gel de
agarose 1,0%. Padrdes de DNA com concentragdes conhecidas: A150: A DNA 150ng; A300: A DNA
300ng.

Dos 636 marcadores testados, 173 (27,2%) mostraram-se polimorficos entre
os individuos parentais analisados (Figura 4.2). Desses 173 marcadores, 119
(68,8%) foram polimdrficos para locos no genoma A e 54 (31,2%) no genoma B,
identificados pela inclusdo de amostras das espécies diploides: A. ipaénsis
(KG30076) e A. duranensis (V14167) envolvidas no cruzamento (Figura 4.3). O nivel
de polimorfismo encontrado entre o parental Runner IAC 886 e o anfidipléide [Ai X
Ad]® (27,2%) é menor do que os 59,6% encontrados entre a variedade Fleurll (A.
hypogaea) e o mesmo anfidipléide sintético [Ai x Ad]® (Foncéka et al., 2009), e maior
do que os 15,64% encontrados por Hong et al. (2008) em uma populacdo de
mapeamento de RILs em F¢ entre variedades de A. hypogaea. Outro mapa para o
amendoim cultivado obtido a partir de uma populacdo de 318 plantas Fg/Fo,
confirmou a baixa variabilidade genética do amendoim, onde de 1145 marcadores
microssatélites testados, apenas 135 marcadores microssatélites, foram mapeados

em 22 grupos de ligacdo (Varshney et al., 2009) (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1 — Quadro comparativo entre mapas genéticos de Arachis, desenvolvidos com uso de marcadores moleculares.

presente Foncéka et Moretzsohn et  Moretzsohn et  Varshney et al., Hong et al.,
trabalho al., 2009 al., 2005 al., 2009 2009 2010
Marcadores SSR, STS &
moleculares SSR SSR SSR SNP SSR SSR
A. hypogaea Composto:
IAC 886 X Fleurll x A. duranensis x  A. ipaénsis x A. ypod P
~ ; c : c ICGV86031 x A. hypogaea x
Populagéo [A.ixA.d] [A.ixA.d] A. stenosperma magna TAG24 Yuevoula
(F) (BCF) (F2) (F») Y
2 11 2 2 (RILF./F) (RILF )
8 9 4:6
Numero de individuos 156 88 93 93 318 142, 84 & 136
Grupos de ligacéo 16 21 11 10 22 22
genoma A 10 10 11 -
genoma B 6 11 - 10
Tamanho Total 1256,5 cM 1843,7 cM 1230,9 cM 1294,4 cM 1270,5cM 885,4 cM
genoma A 868,6 cM 1005,2 cM 1230,9 cM -
genoma B 387,6 cM 838,5cM - 1294,4 cM
Locos mapeados " 175 (146,124 &
(polimérficos) 119* (173) 298 (333) 170 (204) 149 (166) 135 (150) 64)
genoma A 74 181 170 -
genoma B 23 117 - 149
745 SSR, 19
Marcadores testados 636 558 433 STS & 11 SNP 1145 1044
i =1 0, 0,
Distorcédo dos 6.2% 4% 51.0% 21.5% 35.56% 23%, 13,5% &

marcadores

7,8%

[A.ixA.d]": anfidiploide sintético [A. ipaénsis KG30076 x A. duranensis V14167]°
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O baixo nivel de polimorfismo encontrado nesta populacdo pode ser resultado
da estreita relacdo de ancestralidade entre os progenitores silvestres dipldides A.
ipaénsis (genoma B) e A. duranensis (genoma A), usados no desenvolvimento desta
populacdo e A. hypogaea. Evidéncias citogenéticas e moleculares reforcam a teoria
de que o surgimento da espécie tetrapldide A. hypogaea tenha ocorrido pelo
cruzamento destas duas espécies silvestres, dando origem a uma ou mais
populacées de plantas alotetrapléides, por evento de poliploidizacao natural (Seijo et
al., 2007).

-,

|

Figura 4.2 — Perfil de bandas amplificadas por PCR com o0s parentais Runner IAC 886, anfidipléide
sintético [Ai x Ad]®, Fy, A. ipaénsis KG30076, A. duranensis V14167 e anfidiploide sintético com os
pares de primers: A Seq4G02 e Seg5DO05; B XIP 468; C TC7EO02 por eletroforese em gel de
poliacrilamida 5%.

Foram utilizados 113 marcadores para genotipagem da populacdo F,, dos
quais apenas 6 (6,2%) apresentaram desvio da propor¢cao 1:2:1 esperada (p<0,05).
Os locos nao distorcidos foram utilizados para a definicdo dos grupos de ligacao,
usando o LOD escore minimo de 4 e fracdo de recombinacdo maxima de 0,35. Em
seguida, os marcadores distorcidos foram incluidos no mapa usando um LOD escore
minimo de 3. O mapa gerado apresentou 74 locos mapeados no genoma A,
distribuidos em 10 grupos de ligagdo, com uma média de 7,4 locos por grupo. O
tamanho médio dos grupos de ligacdo no genoma A foi de 86,7 cM e o tamanho total
foi de 868,6 cM. No genoma B, 23 locos foram mapeados em 6 grupos de ligagao,
com uma média de 3,8 marcadores por grupo. A distancia total dos grupos de

ligagdo no genoma B foi 387,6 cM, com uma média de 64,6 cM por grupo de ligacdo
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(Figura 4.4). Os 16 locos restantes ndo foram mapeados em nenhum grupo de
ligagcdo. O amendoim é uma planta dissdmica alotetraploide (2n=4x=40) e, portanto
20 grupos de ligacdo eram esperados, como encontrado no mapa de uma populacao
tetrapldide intra-especifica de A. hypogaea (Hong et al., 2008). Em outro mapa para
o amendoim cultivado, obtido a partir de uma populacéo de 318 plantas Fg/Fg, foram
identificados 22 grupos de ligacdo (Varshney et al., 2009). Trabalhos de
mapeamento em Arachis com populacdes tetrapléides interespecificas também néo
identificaram os 20 grupos esperados. Foram obtidos 23 grupos de ligacdo a partir
de uma populacdo de retrocruzamento (RC;), obtida do cruzamento entre a planta
anfidipléide TxAG-6, usada como parental doador, e A. hypogaea cv. Florunner,
usada como parental recorrente (Burow et al., 2001) e 21 grupos de ligagao, a partir
de uma populacdo RC;F;, resultante do cruzamento entre A. hypogaea e um
anfidiploide sintético [Ai x Ad]® (Foncéka et al., 2009). A identificacdo de novos
marcadores polimorficos, especialmente para o genoma B, devera possibilitar a
inclusdo dos 16 locos ndo mapeados e a identificacdo dos outros quatro grupos de

ligacdo esperados.

R F 7]
g&r =
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Figura 4.3 — Perfil de bandas amplificadas por PCR com o par de primers RN10F09 na populacéo F,
e nos parentais: Runner IAC 886 (R886), anfidiploide sintético (Anf), F; (Fy), A. ipaénsis (Ai), A.
duranensis (Ad), ap0s eletroforese em gel de poliacrilamida 5%.

O mapa apresenta grupos de ligacdo com tamanhos que variam de 8,7 cM
(grupo B9) a 135,9 cM (grupo Al) e os 16 grupos totalizam 1256,2 cM. Os grupos B5
e B9 apresentam apenas dois locos mapeados, enquanto o grupo A6 apresenta
onze locos, sendo o0 maior numero de locos mapeados em um grupo. A maior
distancia entre locos adjacentes foi de 59,4 cM e a menor, de 0,3 cM, com distancia
média entre os locos de 12,9 cM. O menor polimorfismo encontrado no genoma B
teve efeito no numero e tamanho dos grupos de ligacdo mapeados para esse

genoma.
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Cinco locos com desvio da proporcao esperada (RI2A06, Seq2F05, Ag39,
RI2A06 e TC3EO2) apresentaram distorcdo em favor do alelo do genitor feminino
(Runner IAC 886) e um (Lecl) do parental masculino (anfidipl6ide [Ai x Ad]%). Dois
locos distorcidos foram mapeados no grupo A2 (RI2A06 e Seq2F05), dois no grupo
B2 (Ag39 e RI2A06), um no A9 (Lecl) e apenas um nao foi inserido em algum grupo
de ligagdo (TC3EO02). O nivel de locos distorcidos encontrado (5,3%) é abaixo dos
10,7%, encontrado no mapa tetraploide interespecifico de Foncéka et al. (2009).

A comparacdo do mapa obtido no presente trabalho com os mapas dipléides
ja desenvolvidos em Arachis para os genomas A (Leal-Bertioli et al.,, 2009) e B
(Moretzsohn et al., 2009), baseados em marcadores microssatélites, mostrou 37
marcadores em comum com 0 mapa de genoma A e 9 marcadores com o mapa de
genoma B. Os grupos com maiores numeros de marcadores em comum nos trés
mapas sdo apresentados na Figura 4.4. Os mapas dipldides A e B tém,
aparentemente, altos niveis de sintenia, uma vez que todos os grupos de ligacéao,
menos um do mapa B, apresentaram um Unico grupo correspondente no mapa A
(Moretzsohn et al., 2009). O alinhamento deste mapa com os mapas diploides
permite a comparacgdo indireta com mapas genéticos de referéncia de leguminosas
como Lotus japonicus e Medicago truncatula. Varshney e colaboradores (2009)
compararam dois grupos de ligacdo do mapa por eles desenvolvido com o mapa
diploide de genoma A. Com o uso de marcadores ancora esses mapas puderam ser
alinhados com os mapas de Lotus e Medicago (Bertioli et al., 2009) possibilitando o
uso de sequéncias de genomas-modelo para o melhor entendimento genémico da
espécie, bem como informacdes sobre QTLs e genes candidatos.
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Figura 4.4 — Mapa genético construido usando-se uma populagdo F,, com 156 individuos, obtidos do
cruzamento entre A. hypogaea (cv. Runner IAC 886) e uma planta anfidipléide resultante do
cruzamento entre duas espécies silvestres dipléides (A. duranensis— genoma A X A. ipaénsis —
genoma B) tratada com colchicina.Marcadores sublinhados foram utilizados para genotipagem das
linhagens de introgresséo.
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Figura 4.4 — Alinhamento de mapas genéticos de Arachis de genoma A e B dipldides e o mapa
tetrapldide interespecifico. Os grupos de ligacao denominados A3/A6/A8 dipléide pertencem ao mapa
dipléide A (Leal-Bertioli et al., 2009), os denominados B3/B6/B8 dipléide pertencem ao mapa dipléide
B (Moretzsohn et al.,, 2009) e os demais grupos pertencem ao mapa desenvolvido no presente
trabalho.
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Figura 4.4 (continuagdo) — Alinhamento de mapas genéticos de Arachis de genoma A e B dipldides
e 0 mapa tetrapléide interespecifico. Os grupos de ligagdo denominados A3/A6/A8 diploide
pertencem ao mapa diploide A (Leal-Bertioli et al., 2009), os denominados B3/B6/B8 dipldide
pertencem ao mapa dipléide B (Moretzsohn et al., 2009) e os demais grupos pertencem ao mapa
desenvolvido no presente trabalho.

4.2.Desenvolvimento e caracterizacdo de linhagens de introgressao

A partir do cruzamento de plantas de A. hypogaea da variedade elite Runner
IAC 886 com o anfidipldide sintético [A. ipaénsis x A. duranensis]® na estacdo de
cruzamentos de 2006/07, 43 hibridos RC; foram identificados, pela genotipagem de
onze marcadores microssatélites (Figura 4.5). Na estacdo de cruzamentos 2007/08
foram realizadas 2007 polinizacBes entre os 43 hibridos RC; e a cultivar Runner IAC
886 e, baseado na genotipagem de marcadores microssatélites, 38 hibridos RC,
foram identificados. A taxa de sucesso de polinizacdo, medida pela porcentagem de
hibridos obtidos em relacdo ao numero de polinizacdes efetuadas, foi de 1,84%,
valor esse abaixo do encontrado por Favero (2004), que obteve uma taxa de 12,33%

para a combinac&o hibrida entre os mesmos parentais.
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Figura 5.5 — Produtos de PCR amplificados com o par de primers PM32, visualizados em gel de
poliacrilamida 5%. As setas indicam os individuos hibridos RC;.

Para a caracterizacdo genética das linhagens de introgressdo foram
genotipados 38 individuos da geracdo RC; e 68 individuos RC,, incluindo-se plantas
identificadas como de autofecundacfes do genitor feminino na genotipagem com 0s
onze marcadores usados na identificacdo dos hibridos RC;. A inclusdo destas
plantas se deu pela possibilidade de obtencdo de falsos negativos na genotipagem
prévia, uma vez que se espera que o conteldo gendmico do parental doador seja
mais raro no background recorrente e consequentemente mais dificil de ser
detectado. Foram utilizados 36 marcadores microssatélites, distribuidos em 11
grupos de ligacdo: Al, A2, B2, A3, B3, A4, B4, A5, A6, A8 e A9. Os
eletroferogramas gerados de cada conjunto de primers foram analisados e o padréao
de fragmentos amplificados foi comparado aos padrbes dos individuos genitores
(IAC Runner 886 e anfidipldide sintético [Ai x Ad]®) e progenitores (A. ipaénsis e A.
duranensis) para determinagcdo da origem gendmica do alelo silvestre presente nas

populacdes recorrentes (Figura 4.6).
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Figura 4.6 — Eletroferograma de produtos de PCR fluorescentes amplificados com o par de primers
do loco TC2CO07 nos individuos: A. ipaénsis (KG30076), A. duranensis (V14167), anfidipléide sintético
[Ai x Ad]%, cv. Runner IAC 886 e hibrido F;.

Através da genotipagem de 36 locos microssatélites foi possivel a
identificacdo de 37 individuos com pelo menos um loco heterozigoto, portanto
plantas hibridas na geracdo RC,. Este fato evidencia a necessidade de uma
cobertura gendmica mais ampla na identificacdo de hibridos em populactes
avancadas de retrocruzamento, a fim de minimizar a eliminacdo de individuos com
alta recuperacéo do genoma recorrente.

A analise de introgressao revelou que, na geracdo RC;, a porcentagem média
dos segmentos gendmicos heterozigotos foi de 41,96%, variando de 19,44% a
72,22% entre as 38 linhagens amostradas. Na geracdo RC,, a porcentagem média
diminuiu para 11,79%, variando entre 2,78% e 36,11% entre as 37 linhagens
identificadas. Observa-se, portanto, uma diminui¢do relativa entre as geracdes de
71,9% do conteudo gendmico heterozigoto (doador). Foncéka e colaboradores

(2009) observaram uma reducdo em torno de 50% de alelos silvestres na
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constituicdo genotipica entre individuos BC1F; e BC,F;, pela amostragem de 21
grupos de ligagdo com 115 marcadores microssatélites.

Nas geracOes de retrocruzamento RC; e RC,, observa-se, nos locos
amostrados, a completa cobertura do genoma recorrente silvestre, distribuido no
“background” da variedade elite Runner IAC 886. Foncéka e colaboradores (2009),
através da selecao assistida em duas geragcfes de retrocruzamento, obtiveram 59
linhagens portadoras de segmentos genémicos silvestres, com a recuperacdo media
de 79% do genoma cultivado recorrente, e estas em conjunto apresentaram uma
cobertura 6tima do genoma silvestre (Figura 4.7). Os segmentos introgredidos do
anfidipléide no amendoim identificados possibilitam o desenvolvimento de uma
populacdo de linhagens de introgresséo, de grande utilidade para o melhoramento
da cultura, por possibilitar a descoberta, a localizacdo e a avaliacdo de genes
silvestres de interesse no background da variedade cultivada genes de resisténcia a
doencas e a seca estdo sendo mapeados nessas populagbes, visando a
implementacdo de selecdo assistida por marcadores nos programas de
melhoramento, o que ira acelerar consideravelmente, além de tornar mais eficiente,

0 processo de introgressao desses genes no amendoim cultivado
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Figura 4.7 — Genotipo grafico de linhagens RC; e RC, selecionadas. Cada coluna representa um
grupo de ligacao e cada linha representa uma linhagem selecionada. Os segmentos marcados em cor
vermelha representam segmentos gendmicos silvestre (doador), marcados em cor bege representam
segmentos gendmicos da variedade cultivada (recorrente) e segmentos marcados em cor cinza
representam dados faltantes.
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5. CONCLUSOES

O uso de marcadores microssatélites permitiu a construcdo de um mapa
genético para o genoma tetrapléide de Arachis através de uma populacdo
interespecifica. A saturacdo do mapa com novos marcadores moleculares devera
incluir quatro novos grupos de ligagdo para o genoma B, uma vez que o amendoim é
uma planta dissémica alotetraploide (2n=4x=40) e, portanto, 20 grupos de ligacao
sao esperados.

Foram desenvolvidas 38 linhagens de introgressao (ILs) por meio de
hibridacGes artificiais e com base no mapa genético desenvolvido foi possivel
monitorar a introgressédo de segmentos gendmicos do parental em A. hypogaea.
Essas linhagens serdo de grande utilidade para o melhoramento da cultura do
amendoim, por possibilitar a descoberta, a localizagcdo e a avaliacdo de genes

silvestres de interesse no background da variedade cultivada.
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