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llustragoes cedidas pelos autores

amendoim cultivado,
Arachis hypogaea, ¢
uma das leguminosas
produtoras de grios
mais plantada em todo
o mundo, devido ao seu alto conteu-
do de proteina e 6leos insaturados. E
cultivado extensivamente na China,
India e Estados Unidos, além de di-
versos paises da América Latina e
Africa (Conab, 2002). Os principais
problemas da cultura estao relacio-
nados ao ataque de fungos da parte
aérea e nematoéides, necessitando pe-
riodicamente da utilizacio de defen-
sivos agricolas (Hagan, 1998 ;
Subrahmanyam et al., 1983; Bailey,
2002). Espécies silvestres de Arachis
tém-se mostrado altamente promis-
soras como fonte de resisténcia a
diversas pragas que atingem o amen-
doim e outras culturas, sendo que ji
foram identificadas algumas espéci-
es com resisténcia a trés fungos
foliares (Cercospora arachidicola,
Cercosporidium personatum e
Puccinia arachidis) e ao nematdide
das galhas (Meloidogyne spp.). Bus-
ca-se, agora, desenvolver ferramen-
tas para a utilizacido destas espécies
silvestres em programas de melhora-
mento genético, visando a obten¢io
de cultivares de amendoim com re-
sisténcia mais duradoura (Fig.1).

O projeto “Identificacio de resis-
téncias a stress bidtico em Arachis sel-
vagem e desenvolvimento de ferra-
mentas para o melhoramento genético
através de mapeamento e gendmica
comparativa” combina esforgos e habi-
lidades de pesquisadores da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Universidade Catdlica de Brasilia, IBONE
(Instituto Botanico del Nordeste, Ar-
gentina), Universidade de Aarhus (Di-

Revista Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - Edicdo 1° 31 - julbo/dezembro 2003

Amendoim Selvagem

Uma fonte de resisténcia a pragas

foto ilustrativa

namarca) e Sainsbury’s Laboratories (In-
glaterra) na busca de genes de resistén-
cia a fungos e nematéides patogénicos
ao amendoim, e no desenvolvimento
de um mapa genético para Arachis que
possibilite a utilizagio destes genes.

Producio de um mapa
genético para facilitar a
selecao assistida

Espéciessilvestres de Arachis pos-
suem alta diversidade genética e cons-
tittem uma rica fonte de genes de
resisténcia. Diversos trabalhos tém mos-
trado que as espécies silvestres sio
muito mais resistentes a doengas do
que a espécie cultivada (Arachis
hypogaea) (Holbrook et al., 2000). O
amendoim cultivado é tetrapléide (tem
quatro conjuntos de cromossomos, dois
conjuntos do chamado genoma A e
dois conjuntos do genoma B), enquan-



Fig.1 - Sementes de diferentes espécies de Arachis

to que a maioria das espécies silvestres
¢ dipléide (apenas dois conjuntos de
cromossomos). Esta diferenca de
ploidia dificulta a introgressao de genes
dos parentes silvestres, uma vez que 0s
hibridos obtidos de maneira tradicio-
nal sao tripléides estéreis. Por isso,
para obter hibridos férteis, necessita-se
fazer cruzamentos entre espécies sil-
vestres com genomas AA e BB. Os
hibridos obtidos (AB) sio entdo sub-
metidos a tratamento com colchicina
para duplicar o nimero de cromosso-
mos, obtendo-se, assim, anfidipléides
sintéticos (AABB), que, em principio,
sao compativeis com o amendoim cul-
tivado. Estes hibridos sio entao cruza-
dos com A. hypogaea dando continui-
dade ao programa de pré-melhora-
mento de Arachis.

Tradicionalmente, nos programas
de melhoramento de plantas que en-
volvem hibrida¢des seguidas de retro-
cruzamentos, grande parte do genoma
da parental doadora é incorporada ao
genoma da planta receptora e, por
isso, sdo necessdrias varias geracoes
para a eliminac¢io gradual dos genes
indesejaveis, enquanto o gendtipo do

parental recorrente é mantido para os
demais locos. Em cada gerag¢io sio
selecionadas as plantas que apresen-
tam a caracteristica de interesse a ser
introgredida, e as demais caracteristi-
cas do parental recorrente. Este pro-
cesso de selecio, apds a introgressio,
pode ser otimizado através da cons-
trugdo de mapas genéticos e da iden-
tificacdo de marcadores moleculares
fortemente associados aos genes de
interesse. Desta forma, é possivel, em
cada fase de selecio, a escolha dos
individuos que contenham o maximo
de caracteristicas do parental recor-
rente, diminuindo assim o tempo do
processo de melhoramento. Isso é
particularmente importante em pro-
gramas que visam a introgressao de
genes de resisténcia a pragas. Neste
caso, a selecio indireta através de
marcadores moleculares possibilita,
além da reducio de tempo, a identifi-
cacdo e selecio de gendtipos resisten-
tes na auséncia do patégeno e a
transferéncia e manuten¢io de mais
de um gene de resisténcia principal
durante a selecio (piramidizaciao de
genes de resisténcia).

Para a implementacio de um
esquema efetivo de sele¢iio assistida
por marcadores em programas de
melhoramento genético, trés reque-
rimentos sio essenciais: (1) alguns
marcadores devem estar fortemente
ligados aos genes que controlam as
caracteristicas de interesse; (2) os
marcadores devem estar facilmente
disponiveis para a andlise de grandes
populacdes e (3) as técnicas utiliza-
das devem ser reproduziveis entre
laboratérios e com baixo custo.

Mapeamento comparativo:
Um atalho para um mapa
genético

Espécies de Arachis tém geno-
mas muito grandes. O genoma
hapléide de Arachis hypogaea tem
aproximadamente 1,74 x 10° pares de
bases. Isto dificulta a identificacio e o
mapeamento direto de genes de inte-
resse. Uma outra espécie da familia
dasleguminosas, Lotus japonicus, tem
um genoma bem menor, tem um
mapa genético de alta resolugio ja
disponivel e os projetos de seqiienci-
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Arachis

Identificar genes ancores in Lotus
Desenvolver marcadores para genes ancores em Lotus e Arachis
Mapear genes ancores em Lotus e Arachis

Fig.2 - Exemplo de estudo de sintenia: Marcadores moleculares (M1 a M4) em posi¢coes
colineares nos genomas de Lotus e Arachis.

amento de ESTs (expressed sequenced
tags) e do genoma estrutural estio
quase completos (Asamizu et al., 2000;
Sato etal.,2001). Porisso, L. japonicus
tem sido considerada uma planta-
modelo para todas as leguminosas,
auxiliando no entendimento de ou-
tras espécies de genomas mais com-
plexos. A comparag¢io entre estes dois
géneros e a andlise da ordem dos
genes nos cromossomos possibilita a
identificacio de regides correlatas
entre os dois genomas (chamada
sintenia), ou seja, 0 mapeamento com-
parativo. Neste processo, sio identifi-
cados marcadores moleculares comuns
aosdiversos genomas, chamados mar-
cadores-Ancoras. Como exemplo de
transferéncia de informacgao da planta
modelo para leguminosas cultivadas
pode-se citar o caso dos fendtipos
mutantes: uma vez que o gene res-
ponsdvel por um fendtipo mutante
seja clonado em [Lolus, a anilise
fenotipica comparativa e a informa-
¢do do mapa podem ser utilizadas
como base para identificar genes can-
didatos para o gene correspondente
em outras leguminosas.

No caso especifico de Arachis, a
andlise gendmica comparativa pode-
rd auxiliar no desenvolvimento de
marcadores para o melhoramento ge-
nético da cultura, o que certamente
facilitard a clonagem de genes de
interesse. A exploracio da colineari-
dade entre genes de Arachis e Lotus
buscandoaidentificacio entre as duas
espécies e a identificacao de regides

cromossdmicas ortélogas (genes ho-
mologos localizados em genomas de
diferentes organismos) tem sido reali-
zada através do desenvolvimento de
um banco de ESTs de Arachis (Gui-
maraes et al., 2003 ). Este banco de
dados deverd acelerar o mapeamento
do genoma de Arachis, aidentificacio
de resisténcias e o desenvolvimento
de marcadores a serem utilizados nos
programas de melhoramento. Um be-
neficioadicional do projeto é o desen-
volvimento de um sistema genético
unificado para a familia daslegumino-
sas, pois trabalhando com Lotusque é
considerado um dos géneros mais
adaptados desta familia e Arachisque
é considerado um dos mais primiti-
vos, qualquer regido de similaridade
encontrada provavelmente existird em
todas as leguminosas. Até o momen-
to, ja foram encontradas homologias
entre Lotuse Arachisem varios genes
que codificam para enzimas envolvi-
das em importantes cadeias metabdli-
cas, além da homologia entre genes
envolvidos na simbiose destas plantas
com bactérias fixadoras de nitrogénio
estarem sendo estudadas (Sandal, et
al., 2003) (Fig. 2). A identificacio de
tais regides pode facilitar o isolamen-
to de genes envolvidos neste proces-
so, possibilitando o desenvolvimento
de variedades de Arachis com maior
capacidade de fixacdo de nitrogénio,
o que resultaria na redu¢io da utiliza-
caode fertilizantes nitrogenados, con-
tribuindo para uma producio de ali-
mentos mais sustentavel.
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Estudos de expressao gé€nica

O estudo da expressao génica tem
demonstrado ser uma importante ferra-
menta no entendimento dos processos
biolégicos emnivel molecular. Porexem-
plo, estes estudos podem ser utilizados
na identificacio de uma rede de genes
expressos de fundamental importancia
no desenvolvimento de uma determina-
da estrutura, ou na resposta de um
organismo a um estimulo externo. O
estudo da expressio génica diferencial
pode contribuir para a caracterizagio de
resisténcias, pois possibilita a identifica-
¢ao de genes—have desta rede através
da comparagio da expressio génica
durante o desenvolvimento de uma es-
trutura sob condi¢cdes normais e em
organismos carregando uma mutacio
ou submetidos a algum tipo de stress.
Através doacimulode dados da expres-
sao diferencial de varios genes sob dife-
rentes condi¢des, pode-se reconstruir as
vias reguladas por estes genes, predizer
onde eles atuam e identificar novos
genes associados a0 processo.

Para o entendimento da funcio de
um gene, é fundamental o estudo de
onde e quando ele é expresso. Recente-
mente, vdrias estratégias foram desen-
volvidas para permitir o estudo da fun-
¢do de vdrios genes simultaneamente,
entre elas: a genética reversa (geraciode
mutagdes especificas em genes de inte-
resse), screens mutagénicos (geracio de
mutacdes randdmicas e screening de um
pool de mutantes para se identificar
fendtipos de interesse) e bioinformatica
(aandlise dosdados gerados portodasas
estratégias acima). As estratégias acima,
associadas aos projetos genoma, que
tém como objetivo o sequenciamentodo
genoma inteiro de virios organismos,
tém possibilitado o estudosistemdticoda
expressio diferencial de genes em nivel
de genoma como um todo. A anilise da
expressio diferencial de genes em res-
posta ao ataque de um patégeno consti-
tui, portanto, uma ferramenta importan-
te no isolamento de genes de resisténcia
oude fatores envolvidos coma interacio
patégeno-hospedeiro.

Neste projeto, a identificacio de
genes expressos diferencialmente em
germoplasma resistente de Arachis estd
sendorealizadaatravésdaandlise de ESTs
e de microarranjos. Para tal, varias biblio-
tecas de cDNA foram construidas a partir
de Arachis stenosperma submetido a
diferentes situagdes de stress (inoculado
com nematoides e fungos) as quais estao



sendo sequenciadas de forma massal
visando a constru¢io de um banco de
dados de ESTs e dos chips de DNA.
Uma vez isolados e confirmada
sua funcio, estes genes podem ser
introgredidos para oamendoim cultiva-
do ou transferidos a outras plantas de
interesse econdémico, que sejam atingi-
das pelas mesmas pragas, como a soja
e feijao, para as quais ja existem dispo-
niveis métodos de transformacio.

O impacto da utilizacio
destas novas técnicas no
cultivo do amendoim

O Brasil produz atualmente apro-
ximadamente 170 mil toneladas de
amendoim, sendo o maior produtor o
estado de Sao Paulo, com aproximada-
mente 60 mil ha plantados e 80-90% da
producio do pais (Conab, 2002). Um
dos principais problemas dos produto-
res de amendoim deste estado é o
ataque de doengas fingicas de parte
aérea, como a mancha barrenta
(Didymella arachidicola), mancha cas-
tanha (Cercospora arachidicola), man-
cha preta (Cercosporidiumpersonatum),
ferrugem (Puccinia arachidis) e
verrugose (Sphaceloma arachidis). A
principal cultivar plantada no pais é a
cv. Tatu, com aproximadamente 80%
da drea plantada e é altamente suscep-
tivel as doengas acima citadas. A Gltima
cultivar de A. hypogaea langada pelo
Instituto Agrondémico de Campinas
(IAC), a IAC-Caiap0, é de ciclo longo
(com 130 dias) e possui resisténcia
moderada as cercosporioses, 2 mancha
barrenta e a ferrugem (Conab, 2002).

As espécies silvestres da secgao
Arachistém sido utilizadas no melhora-
mento doamendoim na India, Argentina,
Estados Unidos e Brasil. Varias das espé-
cies, que, na maioria, sio brasileiras,
possuem niveis de resisténcia a pragas e
doencgas superiores aos encontrados em
acessos de A. hypogaea (Stalker & Moss,
1987; Favero et al., 2000 e 2001). A faltade
informagbes sobre o potencial destas
espécies para omelhoramento de cultiva-
res é a principal barreira para seu uso. As
69 espécies silvestres de Arachisdescritas
e existentes sao restritas ao Brasil, Bolivia,
Paraguai, Argentina e Uruguai, sendo 57
endémicas ao Brasil. As expedicoes de
coleta realizadas desde 1959 tém permiti-
doa preservacio de mais de 1600 acessos
no banco de germoplasma, localizado na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecno-
logia, através de seu curador e principal

coletor, Dr. José Francisco M. Valls. Neste
banco de germoplasma, ha acessos que
representamtodasas espéciesde Arachis,
exceto uma, Arachis martii, considerada
extinta.

A identificacio de espécies resis-
tentes a doencas e pragas e alocalizacao
de marcadores associados aos genes de
interesse auxiliardo sobremaneira a sele-
¢ao de plantas com resisténcia, desde as
primeiras fases do programa de melho-
ramento, até a obten¢io de novas culti-
vares. Acredita-se que a possibilidade da
piramidizacio de genes tornard as novas
cultivares com resisténcias mais dura-
douras do que se fosse utilizada apenas
a selecio baseada em avaliacio agrono-
mica e fitopatolégica das plantas, pois
serd possivela identificaciode marcado-
res moleculares ligados a genes de resis-
téncia localizados nos genomas A e B
oriundos de espécies silvestres e incor-
porados a0 amendoim cultivado.

O projeto ird propiciar o didlogo
mais intenso entre oS parceiros na coope-
racio clentifica e tecnoldgica entre a
Unido Européia e América lLatina. Isto
também beneficiard o treinamento de
jovens pesquisadores em tecnologias de
ponta em gendmica e citogenética. Os
mapas genéticos gerados e o mapeamen-
to comparativo entre os genomas de
Arachise Lotuspoderdo facilitar omelho-
ramento de amendoim e, possivelmente,
os programasde melhoramentode outras
leguminosas. O desenvolvimento de va-
riedades melhoradas de amendoimadap-
tadas 2 América Latina auxiliard na redu-
¢do do uso de defensivos agricolas e
poluicioassociada, sem perdasna produ-
tividade, contribuindo para o desenvolvi-
mento sustentdvel da agricultura.
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