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Introduccién

Numerosas especies vegetales cultivadas son, desde el punto de vista genético, poliploides naturales. Esta
condicion presenta tanto ventajas como desventajas, entre éstas, la ocurrencia del aislamiento reproductivo con
respecto a los progenitores lo cual, sumado al proceso de domesticacién y seleccion de genotipos superiores
de interés productivo, repercute sobre la variabilidad genética. Tal es el caso de los cultivares de mani (Arachis
hypogaea L.), que presentan entre otros problemas, alta susceptibilidad a enfermedades y plagas que afectan
al rendimiento del cultivo. La seccion Arachis, una de las nueve dentro del género Arachis, incluye al 40% de las
especies silvestres, y constituyen un reservorio de genes de resistencia. En esta seccion, las especies diploides
silvestres (2n=20, x=10 y 2n=18, x=9), presentan genomas diferentes denominados A, B, D, F y K, en tanto
que, A. hypogaea y A. monticola son las Unicas tetraploides, cultivada y silvestre respectivamente. Esta
diferencia en los niveles de ploidia e incompatibilidad gendmica, dificulta la transferencia de genes de
resistencia al mani cultivado, siendo una estrategia posible, la obtencién de un anfiploide sintético con 40
cromosomas, a partir de un hibrido diploide. Mediante trabajos de hibridacion y retrocruzas, junto a técnicas
biotecnolégicas, se pueden obtener variedades de mani con atributos deseables, en menor tiempo y costo.

Los marcadores moleculares de tipo microsatélites gendmicos —SSRs— y de secuencias expresadas —EST-
SSRs—, entre otros, permiten asistir la tarea del mejorador, mediante la caracterizacion gendmica de los
materiales sintéticos con respecto a sus progenitores, incrementando asi la eficiencia y predictibilidad de los
resultados. A partir de librerias genémicas tanto de A. hypogaea (genoma AA-BB) como de otras pertenecientes
a tribus o secciones relacionadas a Arachis, se han desarrollado cientos de marcadores basados en la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) que permiten identificar los genomas propuestos para las especies del
género.

El objetivo del trabajo fue analizar mediante marcadores SSR y EST-SSR, el genoma de especies silvestres de
mani y su permanencia en el hibrido [(A. correntina x A. cardenasii) x A. batizocoi] y en el anfiploide derivado
[(A. correntina x A. cardenasii) x A. batizocoi]“x.

Materiales y métodos

Todos los materiales analizados pertenecen a la coleccion del criadero El Carmen y participan en el programa
de mejoramiento de mani a fin de introducir resistencia a enfermedades y estrés abibticos en sus variedades
cultivadas.

Mediante el método de CTAB, se extrajo el ADN a partir de hojas y peciolos jovenes de ejemplares
pertenecientes a las especies silvestres del genero Arachis: A. cardenassi, A. correntina -genoma AA-; A.
batizocoi, A. ipaénsis y A. magna -genoma BB-, diploides, y dos introducciones tetraploides de A. monticola -
genomas AABB-; un hibrido a tres vias [(A. correntina x A cardenasii) x A. batizocoii] -Ahl- y el anfiploide
sintético [(A. correntina x A. cardenasii ) x A. batizocoi ]4X (JS. S* 1806) -Ah2-. La calidad y cantidad de ADN fue
evaluada por comparacion con ADN de concentracién conocida, en geles de agarosa al 1%. El ADN se
visualizd bajo luz UV previa tinciébn con bromuro de etidio. Para la reaccién de PCR, se utilizaron cebadores
para los marcadores SSR gendémicos -IPAHM 117, IPAHM109, Ah 041, Ah 193- y EST-SSRs -F13, PD20,
PD59, EM31-, con alto grado de polimorfismo y capacidad discriminante entre especies y tipo de genoma. Las
condiciones de amplificacion utilizadas fueron las propuestas por la bibliografia y, en los casos de dudoso
patron electroforético, se probaron diferentes mezclas de reaccion y condiciones de ciclado. Los productos de
PCR se resolvieron en geles de bisacrilamida al 15 % y se visualizaron bajo luz UV, previa tincién con bromuro
de etidio. Con el programa PB2 se determind, en pares de bases (pb), el tamafio de las bandas obtenidas. Se
calculd la distancia genética Euclidea entre las especies silvestres del género y los materiales sintéticos Ahl y
Ah2. Se generé el dendrograma correspondiente en el que se visualizan los agrupamientos segun la similitud
entre los materiales.

Resultados

El método basado en el uso de CTAB, permitié obtener un ADN de buena calidad y cantidad a partir del cual se
logré amplificar, mediante PCR, y para todos los cebadores utilizados, fragmentos que resultaron polimorficos e
informativos. Las distancias genéticas obtenidas y visualizadas en el dendrograma de la Fig. 1, revelan, en
funcién de la mayor similitud genética, tres grupos: el hibrido Ahl y el anfiploide derivado Ah2, conforman un
grupo junto a A. correntina y A. cardenasii, progenitores femenino y dador de polen, respectivamente y con
genoma tipo AA; otro grupo conformado por A. ipaénsis y A. magna —genoma tipo BB— mas relacionados entre



si que con A. batizocoi, y el tercer grupo corresponde a las dos introducciones del tetraploide natural A.
monticola.

De los ocho marcadores analizados, EM31 e IPAHM109 presentaron mayor y menor polimorfismo,
respectivamente.

El andlisis de los patrones electroforéticos obtenidos, permitié definir aquellas bandas que resultan marcadoras
de la retencion del genoma de A. correntina, A. cardenasii y A. batizocoi en el material sintético. Considerando
conjuntamente los marcadores PD59 y PD20, es posible identificar en el hibrido —Ahl—, los tres genomas
parentales, no asi en el anfiploide derivado —Ah2— (Tabla 1).

Discusién y conclusiones

La amplificacion mediante PCR con los ocho juegos de cebadores SSRs y EST-SSRs, gener6 fragmentos de
tamafio diferente al esperado segun la bibliografia; sin embargo los mismos fueron consistentes en las
repeticiones y permitieron detectar la variabilidad y calcular las distancias genéticas. En el dendrograma se
observa quelas distancias, resultaron consistentes con lo esperado considerando la composicién genémica de
tipo AA o BB propuesta para las especies silvestres. En el caso de A. batizocoi, resulta de interés el resultado
obtenido ya que refuerza la propuesta de redefinir para esta especie, el genoma de tipo K y no BB como A.
ipaénsis y A. magna.

Probablemente los eventos generados por la duplicacion quimica de cromosomas, podria ocasionar la
modificaciéon o incluso pérdida de marcadores presentes en los progenitores y que no son detectados en el
anfiploide sintético Ah2. Continuando con estudios basados en marcadores de tipo SSRs o EST-SSRs, es
posible avanzar en la validacién de éstos para su aplicacién en la seleccién asistida (MAS).
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Materiales
PD59 (ph) PD20 (ph)
A. cardenasii 136 306
A. correntina 136 304
A. batizocoi 134, 187, 233 311
A. ipaénsis 123, 172, 220 310, 440, 558
A. magna 123, 172, 220 320
A. monticolal 128, 142, 179, 228 310, 440, 558
A. monticola2 128, 142, 179, 228 310, 440, 558
Ah1: [(A. correntina X A cardenasii) x A. Batizocoi] 136, 187, 233 298
Ah2: [(A. correntina x A cardenasii) x A. Batizocoi] ** 136 304

Tabla 1. Patrén de bandas —en pares de bases (pb)—, correspondiente a los marcadores EST-SSRs PD59 y PD20.



