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RESUMO

O maior grupo de genes de resisténcia de plantas ja clonados codifica para proteinas com um sitio de ligagéo a
nuclectidios (NBS) na regido N-terminal, e um dominio rico em repeticdes de leucina (LRR) na regido C-terminal.
Genes desta classe conferem resisténcia a diversos patégenos incluindo virus, bactérias, fungos e nematéides. Para
diferentes espécies do género Arachis, primers de “polymerase chain reaction” (PCR) degenerados foram construidos
paraaregido NBS, e o produto de tradug&o putativo indicou similaridade com proteinas de resisténcia conhecidas sendo
denominados andlogos a genes de resisténcia (RGAS). Doze destes RGAs foram utilizados para o desenvolvimento de
marcadores moleculares baseados em seus padrdes de hibridizagdo com DNA de Arachis spp. digerido com enzimas de
restricdo. Inicialmente, avaliou-se o polimorfismo de cada RGA como sonda nos parentais de uma populagdo de
mapeamento, contrastantes quanto a resisténcia as manchas foliares e nematdides das galhas, e no hibrido F,. Os RGAs,
mesmo isolados de espécies diferentes do género Arachis apresentaram homologia com o DNA das espécies testadas,
além de apresentarem multiplas copias e alto polimorfismo na progénie F, Todas estas caracteristicas tornam estes
RGAs marcadores moleculares altamente informativos, sendo que aguns apresentaram segregacéo em “clusters’ naF,,
indicando que seus locos estdo ligados. Estes marcadores serdo incluidos em um mapa genético de Arachis spp., 0 que
sera de grande utilidade para os programas de melhoramento do amendoim (Arachis hypogaea) cultivado.

Palavras-chave adicionais: amendoim, resisténcia, mapa genético.

ABSTRACT
Development of molecular markers for resistance gene analogs in wild Arachis spp.

The majority of cloned plant pathogen resistance genes (R genes) encode a putative nucleotide binding site
(NBS) domain and a leucine-rich repeat (NBS-LRR genes). Genes of this NBS-LRR class confer resistance to diverse
pathogens such as viruses, bacteria, fungi, nematodes and aphids. The conserved NBS domain was used to generate
resistance gene analogues (RGASs) fragments by polymerase chain reaction (PCR) using degenerated primers in different
Arachis species. Twelve of these RGAs were used to develop molecular markers based on their patterns of hybridisation
to restricted Arachis spp. DNA. An initial step was the evaluation of the polymorphism generated by each RGA in
genomic fragments of contrasting parents of amapping population that segregatesfor resistanceto leaf spot and nematodes,
and of the F_ hybrid. The RGAs isolated from different Arachis species showed high homology to the DNA of the parents
and hybrid, multiple copies in the genome and high polymorphism in the F, generation. Therefore, they were considered
highly informative markers, with some segregating in clusters in the F,. These RGAs will be included in the Arachis
genetic map, which will be of paramount importance for the Arachis spp. breeding programs.

Additional keywords: peanut, resistance, genetic mapping.

O amendoim cultivado (Arachis hypogaea L.) cobre
uma érea de 25,5 milhdes de ha em ambos os hemisférios
com uma producdo global de 35 milhdes de ton/ano (FAO,
2001). E uma das cinco principais culturas oleaginosas
crescidas em todo mundo, sendo uma importante fonte de
proteinavegetal comestivel. O género Arachistem seu centro
de origem na América do Sul, mas a maior producéo da
cultura encontra-se na Asia (66,8%) e Africa (24,6%).

No Brasil, 0 amendoim é produzido principa mente
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em regides semi-aridas, por pequenos produtores que sio
afetados principalmente pela seca e por fungos causadores
de manchas foliares, tais como Cercospora arachidicola
Hori (Manchaparda) e Cerscosporidium personatum (Berk.
& Curt.) Deighton (Mancha preta), que sdo responsaveis
por perdas de até 50% em cultivares ndo resistentes em todo
o mundo (Meena et al., 2002). Embora estejam disponiveis
acessos de A. hypogaea com diferentes niveis deresisténcia,
o melhoramento das cultivares é dificultado devido a
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resisténcia ser determinada, em geral, por varios genes e
apresentar baixo nivel de polimorfismo genético. Por outro
lado, as espécies silvestres de Arachis sdo geneticamente
bem diversasericasem fontes deresisténciaavériasdoencas
(Galgaro et al., 1997). Bioensaios conduzidos in vitro e em
casade vegetacdo identificaram fontesderesisténciaafungos
foliares, aferrugem causada por Puccinia arachidis Speg. e
a trés espécies do nematdide das galhas, Meloidogyne
arenaria (Neal) Chitwood, M. hapla Chitwood e M. javanica
(Treub) Chitwood (Leal-Bertioli et al., 2004) em
germoplasma de Arachis spp. silvestres.

O maior grupo de genes de resisténcia de plantas ja
clonados codificaparaproteinas com um dominio deligagéo
a nucleotidios (NBS) na regido N-terminal, e para uma
regido com repeticdesricasem leucina (LRR) no C-terminal.
Genes desta classe conferem resisténciaadiversos patdgenos
incluindo virus, bactérias, fungos e nematoides (Rossi et
al., 1998). Enquanto aregido LRR émuito variavel, aregido
NBS apresenta“ motivos conservados’ (Kobe & Delsenhofer,
1994). Para diversas espécies de plantas, foram desenhados
diferentes conjuntos de primers de “polymerase chain
reaction” PCR degenerados paraaregiao NBS osquaisforam
utilizados na amplificacdo de sequéncias genbémicas. A
andlise das sequéncias nucleotidicas amplificadas e do
produto de traducéo putativo das mesmas, indicou
similaridade com genes de resisténcia conhecidos, sendo
denominados analogos a genes de resisténcia (RGAs-
Resistance Gene Analogs). Alguns destes RGAs estdo
geneticamente ligados a locos de genes de resisténcia ou
parte dos mesmos ( Madsen et al., 2003).

No caso especifico de Arachis spp., esta técnica foi
utilizada para se isolar um total de 78 RGAs do amendoim
cultivado e de parentes silvestres (A. cardenasii Krapov. &
W.C. Gregory, A. duranensis Krapov. & W.C. Gregory, A.
stenosperma Krapov. & W.C. Gregory e A. simpsonii Krapov.
& W.C. Gregory) (Bertioli et al., 2003; Guimaraes et al.,
2003) ja previamente descritos como fonte de resisténcia a
diversas doengas. Para se relacionar estes RGAs com
resisténcias especificas, € necessario transforma-los em
marcadores moleculares e inseri-los no mapa genético de
Arachis spp., cujos parentais contrastam paraasresisténcias
de interesse (Moretszohn et al., 2004). Uma das técnicas
gue possibilitam a andlise da segregacéo destes RGASs para
uma determinada caracteristica € a de “ Southern-blot”, que
permite detectar fragmentosde DNA especificosem amostras
de composicéo complexa, possibilitando inclusive a
estimativa do niumero de coépias daquela seqgiiéncia no
genoma (Madsen et al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver marcadores
moleculares do tipo RGA, através de “Southern-blot”,
visando sua aplicag&o na identificagdo de locos associados
as resisténcias no mapa genético de Arachis spp.
Inicialmente, avaliou-se o polimorfismo de cada RGA,
utilizando-o como sondano DNA dos parentais contrastantes
(A. stenosperma V10309 (resistente) e A. duranensis K 7988
(suscetivel)) quanto a resisténcia as manchas foliares e ao
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nematéide das galhas e na planta F, hibrida. Em seguida, as
sondas selecionadas como polimdrficas entre os parentais
foram testadas em representantes da progénie F,, visando a
sua inclusdo em mapa genético de Arachis spp. e sua
posterior associagéo com genes de resisténcia.

Em trabalhos anteriores (Bertioli et al., 2003;
Guimardeset al., 2003), classificou-se os RGAsisolados de
diferentes espéciesde Arachissilvestre em diferentes clades,
de acordo com a similaridade de suas sequéncias nucleo-
tidicas. Um RGA de cada uma destas clades foi escolhido
como sonda de forma a se ter amostras representativas de
todas as seqliéncias isoladas. Os clones utilizados neste
trabalho estéo listados na Tabela 1. As sondas consistiam
de produtos de PCR, apartir dos plasmideos contendo estes
RGAs, marcadoscom a-P? | segundo protocol o do fabricante
(Ready to Go-Amersham). Para a selecdo de RGAs
polimarficos entre os parentais, DNA total de V10309,
K 7988 edaplantahibridaF, foi extraido utilizando o método
de CTAB, seguido de digestdo com as enzimas EcoRI e
Hindlll. Os produtos da digestdo foram separados em gel
de agarose 0,8% e transferidos para membrana de nylon
Hybond N (Amersham, Pharmacia) por capilaridade em
SSC, com 0 auxilio de um transferidor a vacuo (BioRad).
Paraaanalise daprogénieF,, utilizou-se DNA de 20 plantas
gue apresentaram diversos graus de susceptibilidade a C.
personatum para a confecc@o das membranas. As hibridi-
zagdes foram realizadas segundo o protocolo da membrana
Hybond N (Amersham, Pharmacia).

Dos doze clones de RGAs de Arachis spp. utilizados
como sondas, foi possivel observar alguns que hibridizaram
com apenas um fragmento de restricdo e outros que
hibridizaram com mdltiplos fragmentos de cada parental
(Tabela 1), sugerindo a existéncia de um locos complexo ou
mesmo de umafamiliamultigénica, o que é compativel com
a organizacéo de genes de resisténcia (Michelmore &
Mayers, 1998). No total, foram encontradas 33 bandas
diferenciadoras para as duas enzimas testadas, que
constituem marcadores moleculares génicos em potencial,
aserem incluidosno mapade Arachis spp. (Tabelal). Como
exemplo, o padréo de hibridizagdo dassondasRGA S1_A_36
(A)eS1l A 37(B)ondetrése 11 bandas polimoérficasforam
identificadas respectivamente (Figura 1). Como ja descrito
para outras espécies de plantas (Michelmore & Meyers
1998), observou-se um alto nivel de polimorfismo gerados
pelos RGAs testados em DNA genomico de Arachis spp.
Além disso, foi possivel observar que o padrdo de
hibridizac8o destes RGAs foi distinto para cada sonda
testada, confirmando a separag@o destes RGAs em clades
obtida através da andlise de suas seqiiéncias por BLASTN e
CLUSTAW (Bertiali et al., 2003). Observou-se também, que
como estas seqiiéncias contém longos trechos conservados,
independente da espécie de Arachis da qual foi originada,
todas as sondas apresentaram homologia com o0 DNA dos
parentais. Isto amplia a possibilidade de aplicagdo destas
mesmas sondas em populagdes segregantes para outras
resisténcias derivadas de outros cruzamentos.
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TABELA 1 - Tipo de polimorfismo e origem dos clones de Arachis spp. utilizados como sondas em andlises de “ Southern blot”

Clone Clade Espécie(s) de origem Numero de bandas polimérficas/enzima
Arachis stenosperma 1 dominante V10309 EcoR1
S4C8_AX_402 N A. cardenasii 1 dominante K7988 Hind 111
C8 XY 340 A A. cardenasii 1 dominante K7988 EcoR1
S4 A 164 R A. stenosperma 1 dominante V10309 Hind111
1 dominante V10309 EcoR1
S1_A_36 M A. stenosperma 1 dominante K 7988 Hind 111
1 dominante V10309 Hind 111
4 dominante V10309 EcoR1
S1A3T 0 A. stenosperma 7 dominante V10309 Hind 111
C8 V 434 E A. cardenasii 1 dominante K7988 EcoR1
T A 44 M A. hypogaea 1 dominante V10309 Hind 111
S1 S2 A 152 A A. stenosperma 2 V10309 Hind 111
2 dominante V10309 EcoR1
Y 2 A.
€8_Y 260 ¢ hypogaca 1 dominante K 7988 EcoR1
S5 A 375 (¢} A. stenosperma 1 dominante V10309 Hind 111
S5 A 384 N A. stenosperma 2 dominante K7988 Hind 111
A. stenosperma 1 dominante K7988 Hind 111
SSC8_AXY_370 Q A. cardenasii 1 dominante V10309 EcoR1
Numero total de marcadores produzidos 33
4N ST WO O N MO N S < O N N~ WL ANYT W, M
OO0 O Q0 006 94 49+ da A 3 0 o8I Ss BRI
Lav N aw L ar B e T e B e B e B e B e e ) m ™ m D mH D =

FIG. 1 - “Southern-Blot” genémico de parentais e hibrido de Arachis spp., digeridos com EcoRI e
Hindlll usando como sondas RGA S1_A_36 (A) eS1_A_37 (B). 1 e5 - Arachis duranensis (K7988);
2 e6- Hibrido A. duranensis x A. stenosperma; 3 e 7 - Arachis stenosperma (V10309); 4 e 8 - Arachis

stenosperma (SV2411) e 5 - 1 kb DNA Ladder.

Os RGAs identificados como polimorficos entre os
parentais foram testados como marcadores do tipo
“Restriction Fragment Lenght Polymorphism” (RFLP) em
uma amostra de 20 plantas da popul agéo de mapeamento F,
e segregaram de maneiraesperada: todos os marcadores que
apresentam multiplas bandas segregam juntos, sugerindo
gue estdo geneticamente ligados ou estdo no mesmo locos
(Figura 2 A e B). Isto foi demonstrado anteriormente para
vérias outras espécies como batata (SolanumtuberosumL.),
arroz (Oryza sativa L.) e soja [Glycine max (L.) Merril]
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(Wei et al., 2002), mas é a primeira vez que um estudo da
segregacdo de RGAséfeito em Arachis spp. Baseados nestes
dados, estas sequiéncias seréo aplicadas a toda a populagéo
F, visando incluir estes marcadores no mapa genético de
Arachis spp. (Moretszohn et al., 2004).

Apesar de ainda ndo se saber se todos os genes do
tipo NBS-LRR tém um papel direto naresisténciaadoencas,
OU mesmo se sao contribuintes para“ Quantitative Trait Loci”
(QTLs) associados aresisténcia, torna-se claraaimportancia
de se obter informagdes sobre estas seqiiéncias. Neste sentido,
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Hindlll

Hindlll

FIG. 2- " Southern Blot” gendmico de plantas representantes daprogénie F, (J01 aJ75), D7 (Arachisduranensis),
HIB (A. duranensis x A. sternosperma), S4 (A. stenosperma) usando como sonda RGA S1_S2 A132.

€ de suma importancia a inclusdo destes RGAs no mapa
genético de Arachis spp., 0 que possibilitara a associagdo
destas sequiéncias a grupos de ligacdo contendo genes de
resisténcia, ou mesmo identificar fontes deresisténciaainda
ndo caracterizadas. Além disso, estes RGAs estéo sendo
caracterizados como sondas em uma biblioteca gendmica
de A. stenosperma visando o isolamento das sequéncias
completa dos genes.

O desenvolvimento de mapas genéticos de parentes
silvestres de amendoim, contendo marcadores génicos do
tipo RGA, auxiliara a selecéo assistida de amendoim
especialmente quanto a resisténcia a pragas e patégenos
(uma vez que os genes de resisténcia estdo normamente
agrupados no cromossomo), possibilitando também a
piramidizacdo de genes de resisténcia (Aarts et al., 1998).
Além disso, vérios trabalhos demonstraram que genes de
resisténcia podem manter sua atividade quando transferidos
para outras espécies (Hammond-K osack et al., 1998), o que
também abre a perspectiva de que, umavez identificados os
genes de resisténcia em Arachis spp., estes possam ser
transferidos paraoutras espécies, especialmenteleguminosas
como soja, feijdo (Phaseolus vulgaris L.) e ervilha (Pisum
sativum L.), e que estes se mantenham ativos.
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