SIMILARIDADE GENETICA DE ACESSOS DE AMENDOIM RESISTENTES
A SECA COM BASE EM MARCADORES RAPD
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RESUMO: A similaridade genética entre sete gendtipos de amendoim tolerantes e sensiveis
ao estresse hidrico foi avaliada baseando-se em marcadores moleculares do tipo RAPD.
Doze oligonucleotideos randdmicos foram utilizados como iniciadores para os testes de
PCR. As bandas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose (1,2%), visualizadas
sob luz ultravioleta e fotodocumentadas. Foram observadas 104 regides gendmicas, sendo
os oligonucleotideos AH 06, AH 13, G 09 e AH 16 de maior resposta na obtencdo de
bandas polimérficas. No dendrograma obtido a partir dos coeficientes de similaridade
calculados com base nos padrdes de bandas verificou-se a formagéo de dois grupos distintos,
sendo o primeiro formado pelos acessos tolerantes ao estresse hidrico e 0 segundo, pela
cultivar sensivel IAC Caiap6. A analise dos dados permite concluir que as linhagens L 100,
L 137 e L 55 sao de alta similaridade genética, podendo ser avangcadas como um bulk de
modo a acelerar o processo de seu melhoramento para resisténcia a seca e que IAC Caiapo,
dada a sua divergéncia, pode ser empregada para ampliar a base genética de futuras cultivares
via hidridagéo.

Termos para indexacao: estresse hidrico, divergéncia genética, oleaginosa

GENETIC SIMILARITY IN PEANUT ACCESSES RESISTANT TO DROUGHT BASED
ON RAPD MARKERS

ABSTRACT: Seven tolerant and sensible peanut genotypes were evaluated as to genetic
similarity based on RAPD molecular markers. Twelve randomized oligonucleotides were
used as primers to PCR assays. Bands were submitted to electrophoresis in agarose gel
(1.2%), visualized under ultraviolet light and photo documented. One hundred and four
genomic regions were verified and AH 06, AH 13, G 09, AH 16 primers were the best as
to obtaining polymorphic bands. Two distinct groups were clustered in dendrogram, based
on similarity coefficients gotten by band patterns; the first one was compound for water
stress tolerant accesses and the second with just sensible cultivar IAC Caiap6. We concluded
that L 100, L 137 and L 55 lines showed high genetic similarity and could be compound
as a pool aiming to accelerate the improvement to drought resistance and the genetic
divergence verified in IAC Caiap6 could be useful to enlarge the genetic base of the further
cultivar by hybridization.

Index terms: water stress, genetic divergence, oleaginous
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que detém, juntas, mais de 50% do total de 33
milhdes de toneladas produzidas mundialmente
(FREITAS et al., 2005). Para o Nordeste
brasileiro, onde as condicBes freqientes de
estresse hidrico séo limitantes para o bom
desempenho agricola, 0 amendoim torna-se uma
excelente opcéo por ser de ciclo curto e por
possuir mecanismos fisiolégicos que capacitam
a planta a sobreviver em ambientes com estas
caracteristicas.

A Embrapa Algodao tem desenvolvido
pesquisas com amendoim desde a década de
80, dando maior énfase ao melhoramento para
obtencao de cultivares tolerantes ou resistentes
ao estresse hidrico (SANTOS, 2005). Para tanto,
tém sido utilizados na formacao das populaces-
base, acessos internacionais obtidos do
International Crops Research Institute for the
Semi-Arid Tropics, ICRISAT, na india, com
comprovada resisténcia para este carater. As
linhagens séo avaliadas nos aspectos agronémico
e fisiologico, em regime de sequeiro e em casa
de vegetacdo, respectivamente. Recentemente,
tém sido adicionadas aos processos de avaliacdo
as ferramentas da biologia molecular, de modo
a elevar a preciséo na selecdo dos materiais de
elite, através do uso de marcadores genéticos.

Relacdes filogenéticas, taxondmicas e de
distancias genéticas intra e inter-especificas em
varios grupos vegetais tém sido estabelecidas
com base em marcadores moleculares; entre
eles, cita-se o RAPD (Randon Amplified
Polymorfism DNA), que é considerado uma
ferramenta importante para auxiliar os
programas de caracterizacdo e uso de
gremoplasma e trabalhos de melhoramento
genético. Em Arachis este tipo de marcador tem
sido amplamente butilizado na deteccdo da
diversidade genética intra e inter especifica
(GAGLIARDI, 2004).

Em meados da década de 90, uma populacao
F2 de amendoim gerada pelo ICRISAT foi cedida

a Embrapa Algodao para ser avaliada nas
condicBes do Nordeste brasileiro. Esta populacao,
composta de 200 linhagens, foi obtida por meio
de cruzamento piramidal, envolvendo oito
progenitores divergentes geneticamente, entre
eles, o acesso africano 55 437,
reconhecidamente resistente a seca (NOGUEIRA
et al., 1998). Com o avanco das geragdes e dos
ciclos de selecdo, cinco linhagens foram
selecionadas e estdo sendo utilizadas como
progenitores em cruzamentos com variedades
brasileiras, visando a transferéncia do carater
de resisténcia a seca.

Neste trabalho procedeu-se a um estudo
molecular entre esses acessos com o objetivo
de verificar a similaridade mantida entre elas
apos os varios processos de selecdo aos quais
foram submetidas, durante trés anos.

MATERIAL E METODOS
Extracdo de DNA

Para o presente estudo, utilizaram-se sete
gendtipos, dentre os quais, cinco linhagens
avancadas resistentes a seca e as cultivares 55
437 e IAC Caiap0, resistente e sensivel,
respectivamente. Uma sintese de alguns
descritores agronémicos dos materiais encontra-
se na Tabela 1.

O DNA gendmico foi extraido a partir de
folhas cotiledonares de cada gendtipo, seguindo
o protocolo modificado de Dellaporta, descrito
em Romano (1988). A quantificacdo foi feita
em gel de agarose (0,8%), utilizando o marcador
High Mass (Invitrogen) como controle. Todas as
amostras foram padronizadas para 10 ng/ L para
a obtencdo dos marcadores RAPD.

Reacdes de amplificacdo via RAPD

As reacdes de amplificacdo foram conduzidas
no termociclador Mastercycler Gradiente, em
um volume final de 15 L, contendo 0,2 M de
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TABELA 1. Sintese de alguns descritores agrondmicos dos genotipos de amendoim utilizados para o
estudo de similaridade genética baseando-se em marcadores do tipo RAPD.

Gendtipo HC TB TOS TV TS FS CS St/vg Ciclo
(dias)
L 100 Ereto Spanish M M M AR bege 2 1
L 137 Ereto Spanish M M M AR bege 2 1
L 55 Ereto Spanish M M G AR bege 2 1
L 78 Ereto Spanish M P P AR bege 2 1
L9 Ereto Spanish M M M AR bege 2 1
55 437 Ereto Spanish M P P AR bege 2 1
IAC Caiapé Rasteiro  Virginia A G G AL bege 2 2

HC- hébito de crescimento; TB- tipo botanico; TOS - teor de 6leo na semente: B- baixo (< 45%), M- médio (entre 45 e 47%), A- alto (>
48%); TV- tamanho da vagem e TS- tamanho da semente (P= pequena, M= média, G= grande); FS- forma da semente: AR- arredondada;
AL- alongada; CS- cor da semente; St/vg- nimero de semente/vagem; Ciclo- 1 (< 90 dias), 2 (=130 dias).

cada oligonucleotideo, 0,25 mM de cada dNTP,
0,10 g de DNA de cada gen6tipo, 1 U de Taq
DNA polimerase, 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3),
50 mM de KCI e 1,5 mM de MgCI2. As
condi¢Bes de PCR utilizadas foram: 35 ciclos de
desnaturacdo (94 C/15 seg), anelamento (35
C/30 seg) e extensao (72 C/1 min) e um ciclo
final de extensdo a 72 C/7 min. Doze
oligonucleotideos decameros e randémicos da
Operon foram utilizados. Os produtos da
amplificagdo foram separados em gel de agarose
(1,2%), corados em Sybr Gold (Invitrogen) e
fotodocumentados.

Andlise dos dados

Os produtos da amplificacdo foram
codificados em uma matriz de dados binarios
para determinacdo da similaridade genética
entre cada par de acesso, utilizando-se o
coeficiente de Jaccard. Para obtencéo da matriz
de similaridade genética e construcdo do
dendrograma empregou-se o programa NTSYSpc
2.10 (NEI, 1979); para o agrupamento das
linhagens foi empregada a técnica de
aglomeracdao hierarquica da média aritmétrica
entre pares ndo ponderados (UPGMA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos 12 oligonucleotideos utilizados,
104 regides gendmicas foram obtidas (Tabela
2), tendo os AH 06, AH 13, AH 16 e G 09
gerado maior nimero de marcas, todos acima
de 10. Os oligonucleotideos AH 10 e AH 16
contém um cddon de iniciacdo em sua sequiéncia,
ATG e GTG, respectivamente, que podem
favorecer o anelamento no inicio de genes. Isso
pode ser (til em linhas de pesquisa, nas quais se
pretenda prospectar genes a partir de regides
promotoras ja que na reacdo de PCR, o primer
RAPD pode anelar nas fitas do DNA tanto no
sentido foward quanto no reverse. O cédon de
iniciagdo GTG é raro, porém pode ser uma
alternativa, especialmente quando se prospecta
genes de microorganismos. Considerando os
padrdes obtidos com esses oligonucleotideos e
a expressividade das bandas, o isolamento de
tais fragmentos pode ser Util para trabalhos de
prospeccdo a partir das isolinhas e da cv.
resistente a seca, 55 437.

O dendrograma obtido a partir da matriz de
similaridade entre os acessos estudados
apresentou dois grupos distintos (Figura 1),
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TABELA 2. Relagédo dos oligonucleotideos utilizados
e padrdes obtidos via RAPD a partir de gendtipos
de amendoim tolerantes e sensiveis ao estresse
hidrico.

Padroes gerados

Oligonucleotideos Seqliéncia (polimérficos —
monomorficos)

AZ 14 CACGGGTTCC 7

AH 18 GGGCTAGTCA 5

AH 05 TTGCAGGCAG 5

V 06 ACGCCCAGGT 8

AHO09 AGAACCGAGG 9

AHO06 GTAAGCCCCT 14

AH16 CAAGGTGGGT 11

AH10 GGGATGACCA 8

AH 13 TGAGTCCGA 12

N 15 CAGCGACTGT 6

G 16 AGCGTCCTCC 7

G 09 CTGACGTCAC 12

Total 104

R.C. dos SANTOS, et al.

sendo o primeiro, constituido por dois subgrupos,
dos quais, o primeiro foi composto pelas
linhagens L 100, L 137 e L 55 e o segundo,
pelas L 78, 55 437 e L9. O segundo grupo
conteve apenas a cv. IAC Caiap6, que apareceu
mais afastada dos demais.

Os resultados verificados no dendrograma
relacionados ao primeiro grupo conferem com o
esperado, considerando o alto grau de
similaridade genética existente entre estas
linhagens que, em condi¢cbes de campo, tém
demonstrado, também, grande similaridade
fenotipica. No trabalho de Cabral (1999), foram
avaliadas 16 linhagens oriundas da mesma
populacdo através de marcadores
isoenzimaticos e observou-se que estas
linhagens, junto com as 55 437 e L 78
apresentaram alta similaridade genética, a
despeito dos varios ciclos seletivos, aos quais a
populacédo foi submetida durante o processo de
melhoramento.

A IAC Caiap6 apresentou apenas 25% de
similaridade genética em relagdo aos demais
gendtipos, sendo o de maior divergéncia entre
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FIG. 1. Dendrograma gerado pelo programa NTSys 2.10 pelo método de clusterizagdo UPGMA baseado
nos padrdes de bandas geradas via RAPD a partir de genétipos de amendoim tolerantes e sensiveis ao

estresse hidrico.
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os estudados e, portanto, de grande valor nos
trabalhos de hibridacé@o que visem a elevacao
do nivel de variabilidade genética. Apesar de
ser de habito rasteiro e ciclo longo, a IAC Caiap0,
traz no seu genoma genes das subespécies
fastigiata e hypogaea, uma vez que foi obtida
pelo cruzamento entre um acesso do tipo Virginia
e outro do tipo Spanish (GODOQY et al., 1999).
Isto denota que, embora a referida cultivar tenha
se estabelecido geneticamente com o padrdo
botanico do tipo Virginia, genes remanescentes
do progenitor Spanish associados a outros do
mesmo grupo botanico, podem auxiliar na
obtencado de segregantes menos tardios e de
alta produtividade, que sdo as principais
caracteristicas do tipo botanico Spanish.

CONCLUSOES

1. Aslinhagens L 100, L 137 e L 55 sdo de
alta similaridade genética, podendo ser
avancadas como um bulk, de modo a acelerar o
processo de seu melhoramento para resisténcia
a seca.

2. A cv. IAC Caiap6 é a mais divergente,
podendo ser util em trabalhos de hibridizacédo
para ampliar a base genética de populacdes de
amendoim do tipo Spanish.
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