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RESUMO - Marcadores ISSR foram utilizados para discriminar acessos intraespecificos de amendoim e utilizar os mais
divergentes para geracdo de variabilidade por meio de cruzamentos. Os acessos foram cultivados em casa de vegetagdo e
aos 20 dias ap6s o plantio foram coletadas folhas para extracdo de DNA e posterior ensaios de PCR-ISSR. Dez primers
foram utilizados gerando bandas mono e polimérficas. Dentre eles, os mais responsivos em termos de discriminacéo
dos acessos foram UBC-818 e UBC-842, que geraram, respectivamente, 14 e 12 bandas e taxa de polimorfismo de 64
e 83%. Os primers UBC-847 e UBC-858 geraram poucas bandas e mais de 60% foram monomorficas, de pouco valor
para estudos de discriminacdo de acessos por meio de marcadores do tipo ISSR. Trés grupos distintos foram formados
no dendrograma, entre os quais, dois genotipos de maior divergéncia, representados pela cultivar BR 1 (precoce, de
porte ereto) e a linhagem LViPE-06 (tardio e rasteiro), foram selecionados para os trabalhos de hibridacdo para gerar
variabilidade genética. As progénies F, resultantes apresentaram larga variabilidade genética, de grande contribuicéo
para os trabalhos de sele¢do no melhoramento do amendoim. Com base nos resultados obtidos, foi possivel confirmar a
contribuigcdo das ferramentas moleculares como auxiliar nos trabalhos de selecdo de amendoim.

Palavras-chave: Amendoim-melhoramento genético. Hibridagdo vegetal.

ABSTRACT - ISSR markers were used to discriminate intraspecific peanut accessions, and to utilize the most divergents
aiming to generate variability by crossing. The accessions were grown in a greenhouse and at 20 days after sowing,
leaves were collected for DNA extraction and subsequent ISSR-PCR tests. Ten primers were used to generate mono
and polymorphic bands. Among them, the most contributive to discriminating accessions were UBC-818 and UBC-842,
which respectively produced 14 and 12 bands, and a polymorphism rate of 64 and 83%. The primers UBC-847 and
UBC-858 generated few bands, with over 60% monomorphic and low contribution to studies of access discrimination
using ISSR markers. Three distinct clusters were formed in the dendrogram, among which two genotypes with greater
divergence, represented by cultivar BR 1 (short cycle and upright) and line LVIiPE-06 (late cycle and runner), were
selected for hybridization to generate genetic variability. The resulting F, progenies showed broad genetic variability,
with large contribution to selection procedures for the to assist selection procedures in peanut. Based on the results
obtained, it was possible to confirm the contribution of molecular tools to assist selection procedures in peanut.
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INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma
oleaginosa de grande valor econdmico, com uma
producdo superiora31 milhGes de toneladasemgrdose 6
milhdes de toneladas em 6leo, liderada pelos principais
produtores mundiais: China, indiae EUA (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION, 2010; UNITED
STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2010).
No Brasil, a producédo da lavoura tem se situado em 345 mil
toneladas de amendoim em vagens, oriunda das regifes
Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2012).

As variedades comerciais disponiveis no mercado
sdo representadas por duas subespécies, hypogaea e
fastigiata, que distinguem entre si, basicamente, quanto
ao hébito de crescimento, ciclo, tamanho da semente
e presenca de flor na haste principal (VALLS, 2005). A
subespécie hypogeae engloba as variedades do grupo
Virginia (habito de crescimento rasteiro ou runner),
enquanto que na fastigiata encontram-se as variedades do
grupo Valéncia (habito de crescimento ereto).

Nos trabalhos de melhoramento que envolvem
caracterizacdo de germoplasma, a discriminagdo de acessos
de amendoim baseia-se, especialmente, em atributos capazes
de serem identificados por meio de descritores fenotipicos.
Como a planta é de natureza autégama e as flores possuem
alto nivel de cleistogamia, a deteccdo de variabilidade
intraespecifica torna-se limitada devido a alta uniformidade
genética dos acessos. Como consequéncia, 0 sucesso na
escolha de gendtipos para servirem como genitores em
trabalhos de cruzamentos torna-se restrito em funcéo de
ndo se poder prever o nivel de variabilidade requerida para
avangar nos processos de selegdo. Por outro lado, como
a maioria das cultivares comerciais tem base genética
estreita, 0 éxito na selecdo de populagdes segregantes delas
derivadas é reduzido drasticamente implicando em menor
progresso no melhoramento da cultura.

Vérios melhoristas tem adotado as ferramentas
de marcadores moleculares para auxiliar nos trabalhos
de melhoramento, em especial para caracterizacdo de
germoplasma, sele¢do assistida, identificacdo de acessos
com tolerancia a estresses bioticos e abidticos, etc, cujos
resultados tém contribuido no avango dos trabalhos de
melhoramento de vérias culturas, como soja (MENG;
CHEN, 2001), feijdo (RODRIGUES et al., 2007), milho
(BARAKAT; EL-SHAFEI; AL-DOSS, 2010), algoddo
(HAWKINS; PLEASANTS; WENDEL, 2005), entre
outras. Entre os marcadores que permitem distinguir
acessos com maior precisdo e confiabilidade citam-se os
dos tipos ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple

Sequence Repeats or microsatellite) e VNTR (Variable
Number of Tandem Repeats) (BARAKAT; EL-SHAFEI;
AL-DOSS, 2010; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998;
RODRIGUES et al., 2007).

Os marcadores ISSR tém sido amplamente
utilizados pelos melhoristas de plantas porque, além das
vantagens acima reportadas, € de facil operacdo, ndo exige
uso de enzimas de restricao e sdo de grande utilidade nos
estudos que visam determinar a distancia genética entre
parentais e o desempenho dos hibridos para construcéo de
mapas genéticos de ligacao.

Neste trabalho, avaliou-se a variabilidade adquirida
em progénies F2, geradas a partir de gendtipos divergentes
selecionados via PCR-1SSR.

MATERIAL E METODOS

Onze acessos intraespecificos de amendoim,
pertencentes as subespécies hypogeae e fastigiata, foram
selecionados para a analise de divergéncia, baseando-
se em descritores agrondmicos e fisico-quimicos
previamente definidos pela equipe de melhoramento
genético de amendoim da Embrapa Algodao. Uma sintese
dos principais descritores encontra-se na Tabela 1.

Sementes de cada um dos acessos foram cultivadas
na casa de vegetacao da area de Biotecnologia da Embrapa
Algoddo, em Campina Grande, PB. As plantas foram
utilizadas para extracdo de DNA e posterior uso das flores
nos trabalhos de cruzamentos.

Os ensaios moleculares foram conduzidos no
Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Algodédo. O
DNA de cada material foi extraido a partir de folhas
jovens seguindo metodologia descrita em Santos e
Santos (2008). Apds extragdo, todas as amostras foram
aliquotadas em 20 ng/ul para os ensaios de PCR.

As reacdes de PCR-ISSR foram conduzidas em
um volume final de 25 pL contendo: 0,3 uL de Tag DNA
polimerase (Fermentas, 5 U/uL), 2,5 uL de tampdo da
enzima (10 X), 1,4 uL de MgCl, (25 mM), 0,5 uL de dNTP
(10 mM), 1 pL de cada primer ISSR (10 uM) e 1 pL de
cada DNA gendémico (20 ng/uL). Dez primers ISSR,
desenvolvidos pelo Laboratério de Biotecnologia da
Universidade da Columbia Britanica (UCB), foram
utilizados para o estudo (Tabela 2). As reacdes consistiram de
uma desnaturagao inicial a 94 °C/4 min, seguido por 35 ciclos
de 1 min de desnaturacdo a 94 °C, 1 min de anelamento
a 45 °C e 1 min de extensdo a 72 °C, e finalmente,
um ciclo de extensdo a 72 °C/7 min. Os produtos da
amplificacdo foram corados com Syber Green (LGC)
em gel de agarose (1,2%) e fotodocumentados.
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Tabela 1 - Descritores morfoldgicos e agrondmicos dos acessos utilizados neste trabalho

Acesso HB CS Sp SV Ciclo TES TS O (%)
LGoPE-06 R B h 1-2 130-135 Né&o EG 51
CNPA 271 AM E \% f 1-2 90-100 Sim M 48
BRS Havana E B f 3-4 85-90 Sim M 43
BR1 E \% f 3-4 87-90 Sim M 45
CNPA 283 AM E B f 1-2 90-100 Sim M 48
LViPE-06 R B h 1-2 120-125 Sim EG 51
CNPA 270 AM E \% f 1-2 90-100 Sim M 45
CNPA 280 AM E B f 1-2 90-100 Sim M 46
IAC Caiap6 R B h 1-2 130-135 Né&o G 49
Florunner R B h 1-2 120-130 N&o G 49
L 7 Bege E B f 1-2 90-95 Sim M 45

Legenda: HB- habito de crescimento: E- ereto, R- rasteiro; CS- cor dasemente: - vermelha, B- bege; Sp- subespécie: h- hypogaea, f- fastigiata; SV- semente/
vagem; TES- tolerancia ao estresse hidrico; TS- tamanho da semente: M- média, G- grande, EG- extra grande; O- teor médio de 6leo nas sementes

Tabela 2 - Relagdo dos primers, desenvolvidos pela Universidade da Columbia Britanica, utilizados com os genétipos

intraespecificos de amendoim

Primers Sequéncias
UCB-812 GAGAGAGAGAGAGAGAA
UCB-816 CACACACACACACACAT
uCB-817 CACACACACACACACAA
uCB-818 CACACACACACACACAG
UCB-809 AGAGAGAGAGAGAGAGG
UCB-836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA
UCB-842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG
UCB-847 CACACACACACACACARC
UCB-815 CTCTCTCTCTCTCTCTG
UCB-858 TGTGTGTGTGTGTGTGRT

Bases degeneradas: Y=C, T; R=A, G

Para andlise genética, os produtos da amplificacdo
foram codificados adotando-se metodologia usual,
atribuindo presenca (1) ou auséncia (0) da banda, para cada
acesso, registrando-se apenas bandas nitidas no gel. Uma
matriz de dados binéarios foi gerada, a partir da qual, foi
calculado o indice de similaridade genética entre todos os
individuos, comparados dois a dois, utilizando-se o indice
de concordancia de Jaccard (SNEATH; SOKAL, 1973).

As similaridades obtidas (Sji) foram calculadas,
segundo a expressao 1:

Sji = _a 1)
a+b+c

onde a significa a presenca de bandas em ambos os acessos;
b a presenca de banda no primeiro acesso e auséncia no
segundo e c, presenca no segundo e auséncia no primeiro.

Para obtencdo da matriz de similaridade genética
e construcdo do dendrograma empregou-se 0 programa
NTSYSpc 2.10 (NEI, 1979); para o agrupamento das
linhagens foi empregada a técnica de aglomeracgdo
hierdrquica da média aritmética entre pares ndo
ponderados (UPGMA).

Para os trabalhos de hibridagdo foram utilizados os
dois acessos mais divergentes baseados no dendrograma
gerado naandlise de similaridade genética. Os cruzamentos
foram realizados em casas de vegetacdo da Embrapa
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Algod&o, seguindo metodologia descrita por Santos,
Godoy e Favero (2005). As plantas foram mantidas
em vasos (30 litros), contendo solo de textura franco-
arenosa previamente corrigido e adubado em fungéo das
necessidades da cultura. Apds beneficiamento das vagens
hibridas F,, as sementes foram cultivadas para obtengdo
da geracdo F,. O plantio foi feito na Estagdo Experimental
de Carpina, da UFRPE, em fileiras individuais de 5 m
intercaladas com os dois parentais que funcionaram como
testemunhas. Cada fileira funcionou como uma unidade
experimental, representativa de cada progenie, da qual
foram coletados os dados agronémicos. As plantas foram
espacadas de 0,70 m x 0,30 m. O delineamento adotado
foi de blocos ao acaso, onde cada planta foi considerada
uma unidade de observacao.

Seis descritores agrondmicos foram adotados para
estimar a variabilidade nas progénies F, ., quer sejam:
altura da planta, inicio da floragdo, peso de 100 vagens,
peso de 100 sementes, nimero de vagens e de sementes
por planta. Os descritores foram mensurados na colheita
de cada progénie com excecdo do inicio de floragao que foi
registrado quando o evento ocorreu em cada material. Nos
genitores, os descritores foram tomados a partir da média
de 15 plantas selecionadas ao acaso em cada repeticdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos dez primers utilizados, apenas UBC-815
e UBC-858 foram de menor contribui¢do, gerando
apenas 15 e 22% de bandas polimdrficas; os demais geraram
mais de 60% de polimorfismo. Em termos de nimero de
bandas, os mais responsivos foram UBC-818 e UBC-842, que
contribuiram para maior discriminacdo dos acessos,
gerando taxa de polimorfismo de 64 e 83%, respectivamente
(Tabela 3). Na Figura 1, percebe-se que as bandas mais
ativas situaram-se entre 1 e 3 kb. Apesar da grande
contribuicdo desses dois primers, o UCB-818 foi mais
expressivo em termos de separacdo intraespecifica
dos acessos em nivel molecular. Em plantas que tem
alta tendéncia a uniformidade genética, como varias
leguminosas herbaceas, 0 uso de primers ricos em
AC ou AG adotados neste trabalho sdo aconselhados
devido apresentarem maior contribuicdo aos estudos
de divergéncia genética.

O dendrograma gerado pelo programa NTSYS-
PC 2.10 (ROHLF, 2000) a partir dos coeficientes de
similaridade permitiu a formac&o de trés grupos entre os
gendtipos avaliados (Figura 2). O grupo 1 aglomerou cinco
genotipos, entre eles as cultivares paulista IAC Caiap6 e
norte americana Florunner, ambas rasteiras de ciclo longo,
que contém em seu genoma genes oriundos de cultivares
eretas, do grupo botanico Spanish (A. hypogaea sp.

Tabela 3 - Relacdo dos primers utilizados, nimero de bandas
(NB), bandas monomorficas (NBM) e taxa de polimorfismo
(TP) nos gendtipos intraespecificos de amendoim

Primers NB NBM TP (%)
UCB-812 10 3 70
UCB-816 9 3 67
uCB-817 3 67
UCB-818 14 5 64
UCB-809 10 4 62
UCB-836 12 4 67
UCB-842 12 2 83
UCB-847 9 3 67
UCB-815 3 15
UCB-858 9 7 22

Figura 1 - Padrdo de bandas obtido com os primers ISSR
UBC-818 (A) e UBC-842 (B) em gel agarose (0,8%), corado
com Syber Green (Invitrogen). M- Marcador Ladder 1 Kb. 1-
LGOPE-06, 2- CNPA 271 AM, 3- BRS Havana, 4- BR 1, 5-
CNPA 283 AM, 6- LVIPE-06, 7- CNPA 270 AM, 8- CNPA 280
AM, 9- IAC Caiap6, 10- Florunner, 11- L 7 Bege
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vulgaris) (GODOY et al., 1999; HENNING; ALLISON;
TRIPP, 1982). Os outros gendtipos foram as linhagens
eretas CNPA 280 AM, CNPA 283 AM e CNPA 271
AM, geradas por meio de cruzamento entre as cultivares
Florunner e as argentinas Manfredi 407 e Manfredi 424
(GOMES et al., 2007). Em comum, 0s gendtipos deste
grupo tem ciclo acima de 115 dias, teor de dleo superior
a 47% e vagens contendo 2 sementes médias a grandes,
de coloragdo creme, com exce¢do da CNPA 271 AM que
séo vermelhas (GOMES et al., 2007).

O segundo grupo aglomerou os genétipos mais
precoces, representado pelas cultivares BR 1, BRS Havana
e as linhagens avancadas CNPA 270 AM e L 7 Bege. Em
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Figura 2 - Dendrograma gerado pelo programa NTSYS-PC 2.10 pelo método de clusterizagdo UPGMA baseado nos padrdes de bandas

geradas via ISSR a partir de gend6tipos intraespecificos de amendoim
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comum, todos os gendtipos sdo de porte ereto, tem ciclo
médio de 90 dias e possuem teor de 6leo abaixo de 47%
(GOMES et al., 2007; SANTOS; GODOY; FAVERO, 2005).
Entre os demais, a BR 1 é a mais indicada para a regido
Nordeste por ser mais precoce (87 dias), ter alta tolerancia
as condicBes de estresse hidrico e estabilidade para
producéo de grdos (GOMES et al., 2007; NOGUEIRA,;
SANTOS, 2000; SANTOS et al., 2010).

O grupo 3 foi representado pelos genotipos rasteiros
LGOPE-06 e LViIPE-06, conhecidos como “tipo cavalo”.
Trata-se de materiais tardios, de elevada produtividade de
gréos, vagens grandes e sementes extra-longas com teor de
6leo acima de 50%. Ademais, sdo sensiveis a manejos em
ambientes com deficiéncia hidrica, mas s@o muito tolerantes
a doencas de folhagens (PEREIRA, 2010). Diferem entre si
pela dorméncia nas sementes, presente em LGOPE-06.

Em funcdo dos resultados apresentados no
dendrograma, foramescolhidos paraos trabalhos de hibridagéo
0s gendtipos mais divergentes considerando-se as diferengas
registradas nos seguintes atributos: hébito de crescimento
(rasteiro x ereto), ciclo (tardio x precoce), adaptacdo a
ambientes semiéridos (tolerancia x sensibilidade), além
da agregacdo de fatores agrondémicos como tolerancia
a doencas de folhagens e produtividade de grédos e
6leo, sendo selecionadas a cultivar BR 1 e a linhagem
LViPE-06, respectivamente dos grupos 2 e 3.

Apos a obtencdo da geragdo F,, procedeu-se uma
andlise prévia da variabilidade adquirida nas plantas

tomando-se como base os fendtipos exibidos nas bandas
por meio dos primers ISSR que apresentaram mais de 60%
de polimorfismo. Observa-se na Figura 3 que a maioria das
bandas vistas nas plantas F, foram herdadas da BR 1 (setas
com linha cheia) e que apenas duas bandas presentes nos
genitores ndo foram detectadas nas plantas F, baseando-se
nos primers utilizados (setas com linha pontilhada). Esse
fato pode estar relacionado ao alto nivel de homozigosidade
da BR 1, associado & grande expressividade da maioria dos
caracteres genéticos deste progenitor que foram passados,
geneticamente, para os descendentes.

Apos obtencdo das sementes F , procedeu-se
o plantio para avaliagdo da progénie F, em campo,
baseando-se em descritores agronémicos. Com base
nos dados obtidos, verificou-se ampla variabilidade
genética entre os individuos, sendo esta contributiva
para o0s processos de selecdo, considerando-se a
significancia das médias e das variancias na geracgao
F,, em relacdo aos genitores (Tabela 4).

Esse resultado permite inferir que ha genes distintos
nos genitores, baseando-se na segregacdo transgressiva
da progénie F,, cuja populagdo se constitui de grande
utilidade para avancar no progresso do melhoramento
genético do amendoim. De acordo com Gregory (1967),
quando a variancia é modificada na populag&o segregante,
pode ser aceita a hipotese de mais de um gene controlando
0 carater por determinar maior nimero de classes na
geragdo F, em relagdo aos genitores.
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Figura 3 - Padréo fenotipico das bandas herdadas nas plantas F, oriundas do cruzamento entre a BR 1 e a LViPE-06. Primers ISSR 809
(A), 818 (B), 836 (C), 842 (D), 816 (E) e 812 (F). Gel de agarose (0,8%) corado com Syber Green (Invitrogen)
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Tabela 4 - Média, varidncia e desvio padrdo dos descritores agron
cruzamento entre BR 1 e LViPE-06. Campina Grande, PB, 2010

D E F

FI BRI LVIPE F1I BRILVIFE FI BR1LViPE

Omicos dos genitores e da geragdo segregante F, oriundas do

Descritor NUmero de plantas Média Variancia Desvio padrdo

BR1 15 40 34 5,8

AHP (cm) LViPE-06 15 16 1,07 1,03
F2 225 20* 61* 7,8

BR1 15 22 2,14 1,46

IF (dae) LVIiPE-06 15 35 1,57 1,25
F2 225 28* 35* 59

BR1 15 27 52 7,2

Vg/pl (No) LViPE-06 15 41 13,6 37
F2 225 35* 205* 14,3

BR1 15 45 0,57 0,76

St/pl (No) LViPE-06 15 117 4,2 2,1
F2 225 56* 258* 16,1

BR1 15 75 4,5 2,1

Peso de 100 vagens (g) LViPE-06 15 94 51 2,3
F2 225 78* 1988* 44.6

BR1 15 145 1,07 1,03

Peso de 100 sementes (g)  LVIPE-06 15 223 3,92 1,98
F2 225 148* 2069* 45,5

AHP: altura da haste principal; IF: inicio da floracéo; dae: dias ap6s a emergéncia; Vg/pl: nimero de vagens por planta; St/pl: nimero de sementes por
planta. *significativo a 5% de probabilidade pelo teste t para as médias e pelo teste F para as variancias em relagdo a testemunha

A amplitude (formac&o de classes) dos descritores
avaliados encontra-se na Figura 4. Para melhor
representagdo da progénie F,, constituiu-se, ao acaso, 15
grupos de plantas, cada um composto de 15 progénies, de

onde se computou a média de cada descritor. Observa-
se que em todos os descritores avaliados a amplitude
das médias encontradas na progénie F, foi larga,
permitindo ampliar a base genética das linhagens a serem
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Figura 4 - Distribuicdo de frequéncia dos descritores agrondmicos da BR 1 (linha pontilhada), LViPE-06 (linha tracejada) e
das progénies F, (linha cheia)
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selecionadas em geracdes posteriores. Entre os descritores nimero de vagens (19-68) e numero de sementes (38-
que apresentaram maior lastro de amplitude citam-se 200). Tais descritores podem fornecer contribuicdo mais
peso de vagens (94-225 g), peso de sementes (42-100 g), expressiva nos processos de selecdo no melhoramento
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do amendoim. Em trabalhos sobre coeficiente de trilha
utilizando descritores agrondémicos de amendoim, Santos,
Carvalho e Santos (2000), citam que as correlagdes entre
producdo de vagens e sementes sdo positivas e de alta
magnitude. Segundo eles, o melhorista interessado em
elevar a producgéo de sementes deveria aumentar a pressao
de selecdo sobre o rendimento em vagens, mantendo sob
controle as demais varidveis, que podem ter influéncia
indireta sobre a producéo.

CONCLUSOES

1.Com base nos resultados deste trabalho, foi possivel
confirmar a contribuicdo das ferramentas moleculares
como auxiliar nos trabalhos de selecéo, no melhoramento
genético. O melhorista, contudo, deve fazer uma sele¢éo
prévia dos primers mais responsivos em termos de
polimorfismo, o que resultara em maior confiabilidade
nos resultados apresentados dos marcadores utilizados;

2.Apopulacdo gerada neste trabalho, por meio daindicacgao
dos resultados obtidos via ISSR, é de alta variabilidade,
confirmando a assertiva no uso da técnica para geragao
de populagbes divergentes e posterior sucesso nos
trabalhos de melhoramento.
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